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Sue Chehrenegar  
 
Though born with wings, it`s not a bird. 
Blind, it sees by the echoes it heard. 
 
In daytime hours, cave's where it’s at; 
In dark of night, out comes the bat. 
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Zoonosen sind Krankheiten, deren Erreger von Tieren auf den Menschen übertragen werden 
können und (RNS-) Viren stellen einen großen Anteil der zoonotischen Erreger dar. Als 
natürliches Reservoir sind v.a. Vögel und kleine Säugetiere bekannt, wobei besonders Nage- 
und Fledertiere (Fledermäuse, Flughunde) mit einer Vielzahl von Viren verknüpft sind, die 
bereits zoonotische Erkrankungen hervorriefen bzw. eine nahe Verwandtschaft zu 
humanpathogenen Viren haben. Für SARS-assoziierte Coronaviren (SARS-CoV) konnte 
gezeigt werden, dass Hufeisennasen-Fledermäuse (Rhinolophus) wahrscheinlich das 
natürliche Reservoir sind, da sie eine Vielfalt an SARS-CoV-ähnlichen Coronaviren (SARSr-
CoV) besitzen, obwohl die Isolierung eines solchen Virus bis auf eine Ausnahme noch nicht 
gelang. Während dieser Arbeit konnte festgestellt werden, dass Fledertierzelllinien durch ein 
großes Spektrum an RNS-Viren infizierbar sind, Coronaviren aber eine Ausnahme bilden. 
Die Ursache hierfür ist das Fehlen eines geeigneten Rezeptormoleküls, da nach in trans 
Expression der porzinen Aminopetidase N bzw. des humanen Angiotensin-konvertierenden 
Enzyms 2 (ACE2), Fledertierzelllinien durch das Virus der übertragbaren Gastroenteritis der 
Schweine bzw. SARS-CoV Spike Glykoprotein (S)-tragende Pseudoviren infizierbar waren. 
Zudem konnte gezeigt werden, dass das SARS-CoV-S (SSARS) mit den ACE2 von zwei 
afrikanischen Hufeisennasen-Fledermausspezies interagierte und somit die Hypothese, dass 
Fledertiere vom Genus Rhinolophus das natürliches Reservoir des SARS-CoV sind, weiter 
gestützt werden. Für die S-Proteine von zwei bulgarischen (SBB-99-04, SBg08) sowie einem 
chinesischen SARSr-CoV (SRp3) konnte hingegen keine Interaktion mit Fledertierzelllinien 
oder ACE2 festgestellt werden. Erst durch die Herstellung von chimären S-Proteinen 
zwischen dem SARS- und einem SARSr-CoV war der Beweis möglich, dass ein 
bulgarisches SARSr-CoV-S (SARSr-CoV(Bg08)-S, SBg08) Fusionsaktivität besitzt. Aufgrund 
der Tatsache, dass das SBg08 (analog zum SSARS) zudem durch die humane trypsin-ähnliche 
Protease der Atemwege (HAT) spaltbar war lässt sich vermuten, dass es funktionelle 
Aktivität besitzt und die fehlende Interaktion mit Fledertierzelllinien wahrscheinlich auf der 
Abwesenheit oder der unzureichenden Expression eines Rezeptormoleküls basiert. 
Zusammenfassend weisen diese Daten darauf hin, dass viele SARSr-CoV trotz 
phylogenetischer Nähe zum SARS-CoV im Bezug auf den Viruseintritt verschieden sind und 
eventuell ein anderes Rezeptormolekül verwenden. Ob die Interaktion des SSARS mit ACE2 
durch die genetische Veränderung eines SARSr-CoV entstand oder vielmehr die natürliche 
Eigenschaft von einer SARSr-CoV-Subpopulation ist, bleibt in der Zukunft zu klären.  
 






The term zoonosis defines a disease, whose causative agent can be transmitted from 
animals to humans and (RNA-) viruses represent a major portion of zoonotic agents. It is 
known that birds and small mammals play an important role as a natural reservoir. Especially 
rodents and the members of the order Chiroptera (bats, flying foxes) are linked to a multitude 
of viruses, some of which have already caused zoonotic infections or are phylogenetically 
related to viruses that are pathogenic for humans. It has been demonstrated that horseshoe 
bats (Rhinolophus) most likely are the natural reservoir for the SARS-associated coronavirus 
(SARS-CoV), since they harbor numerous SARS-CoV-related coronaviruses (SARSr-CoV). 
Unfortunately, the isolation of such a virus was only in one case succesful. Throughout the 
course of this thesis, it could be shown that naive chiropteran cell lines are susceptible to the 
infection by a variety of RNA-viruses, whilst coronaviruses make an exception from this 
observation. The inability of coronaviruses to infect naive chiropteran cell lines solely relies 
on the absence of a proper receptor molecule, since in trans expression of the porcine 
aminopeptidase N and the human angiotensin converting enzyme 2 (ACE2) rendered 
chiropteran cells susceptible to infection by the transmissible gastroenteritis virus and SARS-
CoV spike glycoprotein (S)-loaded pseudoviruses, respectively. Furthermore, it could be 
proven that the SARS-CoV-S (SSARS) is able to interact with ACE2 molecules of two African 
horseshoe bats, which supports the hypothesis that bats of the genus Rhinolophus serve as 
a natural reservoir for SARS-CoV. However, for the S-proteins of two Bulgarian (SBB-99-04, 
SBg08) and one Chinese SARSr-CoV (SRp3) no interaction with neither any chiropteran cell line 
nor different ACE2 was detectable. With the construction of chimeric proteins between the S-
proteins of SARS-CoV and one SARSr-CoV it was possible to demonstrate that a Bulgarian 
SARSr-CoV-S (SARSr-CoV(Bg08)-S, SBg08) possesses the ability to mediate membrane 
fusion. Additionally, SBg08 (analogously to SSARS) can be cleaved by the human airway trypsin-
like protease (HAT), which leads to the assumption that it is functionally active and that the 
lack of interaction with chiropteran cell lines is the result of the absence or the insufficient 
expression level of an appropriate receptor molecule.  
Collectively, these data indicate that SARSr-CoV, despite their close phylogenetic 
relationship to SARS-CoV, differ in the way how they enter cells and most likely utilize a 
different (novel, in regard to coronaviruses) receptor molecule. Future research has to clarify, 
if the interaction of SSARS with ACE2 was the result of genetic modifications of a single 
SARSr-CoV or rather is a natural feature of a distinct sub-population of SARSr-CoV.  
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ACE2 Angiotensin-konvertierendes Enzym 2 
APN Aminopeptidase N 
APS Ammoniumpersulfat 
Aqua bidest. Zweifach destilliertes Wasser, aqua bidestillata 
AS Aminosäure 
ATCC American Tissue Culture Collection 
BCoV Bovines Coronavirus 
BHK Baby hamster kidney 
bp Basenpaare 
Br Gehirn 
BRSV Bovines Respiratorisches Synzytialvirus 




cDNS komplementär-DNS (complementary DNS) 
Coll. College 
CoV Coronavirus 
Cp Carollia perspicillata 
CPE Zytopathischer Effekt 
C-terminal Carboxyterminal 
Cy3 Carboxycyanin-3 
d.p.i. Tage nach Infektion, days post infection 
d.p.t. Tage nach Transfektion, days post transfection 
DABCO 1,4-Diazobicyclo[2,2,2]Oktan 
DAPI 4′,6-Diamidino-2-phenylindol Dihydrochlorid 
DEPC Diethylpyrocarbonat 
Dept. Abteilung, Department 
dest. Destilliert 




DSMZ Deutsche Sammlung für Mikroorganismen und Zellkulturen 
DTT Dithiothreitol 
E. coli Escherichia coli 
ED Ektodomäne 
EDTA Ethylendiamintetraessigsäure 







EMEM Eagle’s Minimum Essential Medium 
End Gebärmutterschleimhaut (Endometrium) 
Epo Epomops 
ER Endoplasmatisches Retikulum 
ERGIC Endoplasmatisches-Retikulum-Golgi-intermediäres-Kompartiment 
et al. Und andere, et alli 
F Fusionsprotein 
ffu Foci-formende Einheiten, foci forming units 
FITC Fluoresceinisothiocyanat 
FKS Fetales Kälberserum 
FLI Friedrich-Löffler-Institut 
FLUAV Influenza A-Virus 
fLuc Leuchtkäfer- (Photinus pyralis) Luziferase, firefly luciferase 
for forwärts (Primer), forward 
g Gramm (Masse) oder Erdbeschleunigung 
G Glykoprotein (bei VSV und NiV) oder Guanin bei DNS-Sequenzen 
GFP Grün-fluoreszierendes Protein, green fluorescent protein 
ggf gegebenenfalls 
GP Glykoprotein (bei MARV und ZEBOV) 
h Human 
HBE Humanes bronchiales Epithel 
Hip Hipposideros 
Hipa Hipposideros abae 
HIV humanes Immundefizienzvirus 
HRP Meerettich Peroxidase, horseradish peroxidase 
Hyp Hypsignathus 
IBV Virus der infektiösen Bronchitis des Geflügels 
ICTV International Committee on Taxonomy of Viruses 
IF Immunfluoreszenz 
Ig Immunglobulin 





LB Luria Bertani 
Lu Lunge 
M Molar 
MOI Multiplizität der Infektion, multiplicity of infection 
mA Milliampere  
MAAII Maackia amurensis Agglutinin 
MARV Marburgvirus 
MCS Multipler Klonierungsbereich, multiple cloning site 
MDCK Madin Darby Canine Kidney 










mRNS Boten-RNA, messenger RNA 









N-Glykosylierung Glykosylierung an der Aminosäure Asparagin 
N-terminal Aminoterminal 
O-Glykosylierung Glykosylierung an der Aminosäure Serin oder Threonin 
ORF Offener Leserahmen, open reading frame 
PAGE Polyakrylamid-Gelelektrophorese 
PBS Phosphat-gepufferte Kochsalzlösung 
PBSM Phosphat-gepufferte Kochsalzlösung ohne Kalzium und Magnesium 
PCR Polymerasekettenreaktion, polymerase chain reaction 
PFA Paraformaldehyd 




R_xxx Arginin an Position xxx 
ralc Rhinolophus alcyone 
RdRp RNA-abhängige-RNA-Polymerase, RNA-dependend-RNA-polymerase 
RBD Rezeptorbindende Domäne 
RBM Rezeptorbindendes Motiv 
rev Rückwärts (Primer), reverse 
Rhi Rhinolophus 
RhiEu Rhinolophus euryale 
RhiF Rhinolophus ferrumequinum 
rlan Rhinolophus landeri 
RLU Relative Lichteinheiten, relative light units 
RNS Ribonukleinsäure 
Ro Rousettus 
rp Rhinolophus pearsonii 
rpm Umdrehungen pro Minute, revolutions per minute 
RT-PCR Reverse Transkriptase Polymerasekettenreaktion 
s Sekunde 
S Spike Glykoprotein 
SBB-99-04 Spike Glykoprotein des SARSr-CoV (BB-99-04) 
SBg08 Spike Glykoprotein des SARSr-CoV (Bg08) 
SBg08-HA Spike Glykoprotein des SARSr-CoV (Bg08) mit C-terminalem HA-Epitop 





SBg08(ED) Chimäres S-Protein aus der ED des SBg08 sowie der TD und ZT des SSARS 
SBg08(S1S2_R801) Chimäres S-Protein aus den AS 1-801 des SBg08 sowie den AS 798-1.259 des SSARS 
SBg08(S1) Chimäres S-Protein aus der S1 des SBg08 und S2 des SSARS 
SBg08(RBD) Chimäres S-Protein aus der RBD des SBg08 im SSARS 
SBg08(RBM) Chimäres S-Protein aus der RBM des SBg08 im SSARS 
SRp3 Spike Glykoprotein des SARSr-CoV (Rp3) 
SSARS Spike Glykoprotein des SARS-CoV 
SSARS-HA Spike Glykoprotein des SARS-CoV mit C-terminalem HA-Epitop 
SSARS-DsRed Spike Glykoprotein des SARS-CoV mit C-terminalem DsRed 
SSARS(ED) Chimäres S-Protein aus der ED des SSARS sowie der TD und ZT des SBg08 
SSARS(S1S2_R797) Chimäres S-Protein aus den AS 1-797 des SSARS sowie den AS 801-1.255 des SBg08 
SSARS(S1) Chimäres S-Protein aus der S1 des SSARS und der S2 des SBg08 
SSARS(RBD) Chimäres S-Protein aus der RBD des SSARS im SBg08 
SSARS(RBM) Chimäres S-Protein aus der RBM des SSARS im SBg08 
S1 S1-Untereinheit 
S2 S2-Untereinheit 
SARS Schwer-akutes Atemwegssyndrom, severe acute respiratory syndrome 
SARS-CoV SARS-assoziiertes Coronavirus 
SARSr-CoV SARS-ähnliche (-verwandte) Coronaviren 
SDS Natriumdodecylsulfat 
SeV Sendai Virus 
SNA Sambucus nigra Agglutinin 
SP Signalpeptid 
Std. Stunden 
Std. p.i. Stunden nach Infektion, post infection 
Std. p.t. Stunden nach Transfektion, post transfection 
SV40 Simian Virus 40 
T Thymin 
TAE Tris-Azetat-EDTA 
Taq Thermus aquaticus 




TGEV Virus der übertragbaren Gastroenteritis der Schweine 
TiHo Stiftung Tierärztliche Hochschule 
Tris Trishydroxymethylaminomethan 
TRITC Tetramethylrhodaminisothiocyanate 
U Unit (Einheit) 
VSV Virus der vesikulären Stomatitis  
VSVpp VSV-basierte Pseudotypen 
WB Westernblot 
z.B. Zum Beispiel 
ZD Zytoplasmatische Domäne 
ZEBOV Zaire-Ebolavirus 






Der Begriff Zoonose leitet sich von den altgriechischen Wörtern für Tier (zoon) und Krankheit 
(nosos) ab und bezeichnet Krankheiten, welche von Tieren auf den Menschen übertragen 
werden können (Palmer et al., 1998; Krauss, 2004). Dies kann entweder direkt aus der 
Reservoirspezies (natürliches Reservoir, 1.2) oder über Vektoren (z.B. Insekten) erfolgen. 
Etwa eine Milliarde Krankheits- und Millionen von Todesfällen resultieren alljährlich aus 
(endemischen) Zoonosen, die in vielen Regionen der Erde große Probleme darstellen (ILRI, 
2012). Man unterschiedet dabei zwischen Zoonosen welche nur von Tieren auf den 
Menschen übertragen werden, ohne dass eine weitere Mensch-zu-Mensch Übertragung 
stattfindet (z.B. Tollwut und Trypanosomiasis) und solchen, bei denen ein Erreger effizient 
innerhalb der menschlichen Bevölkerung lokal (z.B. Ebola) oder global (pandemische Typ A-
Influenza) verbreitet werden kann (Karesh et al., 2012). Es wird zudem angenommen, dass 
Zoonoseerreger für den Großteil der sogenannten Emerging Infectious Diseases (EIDs) - 
d.h. Krankheiten, deren Verbreitung nach der Übertragung auf eine neue Spezies rapide 
ansteigt - und Re-Emerging Diseases - Krankheiten mit steigender Inzidenz infolge von 
Veränderungen in der Epidemiologie des Erregers (z.B. genetische Veränderungen bei Viren 
oder die Entwicklung von Antibiotikaresistenzen bei Bakterien) - verantwortlich sind (Jones et 
al., 2008). Viren sind nach den Bakterien die zweitgrößte Gruppe der zoonotischen EID-
Erregern (Abbildung 1), wobei RNS-Viren hier den Hauptanteil ausmachen (Taylor et al., 
2001; Woolhouse und Gowtage-Sequeria, 2005). Zusätzlich zu den Viren stellen Bakterien, 
Protozoen, Pilze, Prione, Arthropoden und Helmithen weitere zoonotische Erreger dar 
(Morse et al., 2012). 
 
Man unterscheidet bei der Entstehung und Verbreitung von EIDs zwischen drei Stufen:  
 
Stufe 1, „Pre-Emergence“:  
Der Erreger mit zoonotischem Potential ist noch in seinem natürlichen Reservoir jedoch führen 
ökologische, soziale und sozialökologische Veränderungen dazu, dass sich die Dynamik in der 
Verbreitung des Pathogens ändert. Dies kann dazu führen, dass die Population des Erregers in der 
Reservoirspezies ansteigt und auch neue Spezies vereinzelt infiziert werden können. Dadurch erhöht 
sich wiederum die Möglickeit, dass ein sogenannter spill over - die erfolgreiche Infektion einer neuen 
Tierspezies (bzw. des Menschen) - stattfindet (Daszak et al., 2000; Morse, 2004; Karesh et al., 2012). 
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Stufe 2, „Lokale Infektionen“ 
Erste spill over-Infektionen des Menschen treten auf. Es könne kleine, lokal-begrenzte Infektionen 
(Mackenzie, 1998; Mackenzie, 1999) oder große Ausbrüche mit Mensch-zu-Mensch Übertragung 
stattfinden (Hall und Hall, 2007). 
 
Stufe 3, „Pandemie“ 
Kontinuierliche Mensch-zu-Mensch Übertragung über ein großes Areal. Die Verbreitung ist durch den 
globalen Flugverkehr (HIV, SARS-CoV) oder das Migrieren von Vektoren (West-Nil-Virus) begünstigt 
(Janisch und Junghanss, 2000; Haas et al., 2004; Morse et al., 2012). 
 
 
Abbildung 1: Anteil der Zoonosen an der Gesamtheit der Emerging Infectious Diseases (EIDs) 




Zoonotische Infektionen haben in den letzten 20 Jahren zu einem geschätzten 
wirtschaftlichen Schaden von mehreren hundert Milliarden U.S.-Dollar geführt (Jones et al., 
2008; Newcomb et al., 2011). Bekannte Zoonoseerkrankungen sind u.a. Leptospirose, 
Echinokokkose, Toxoplasmose, Milzbrand, Bruzellose, Tollwut, Q-Fieber, Chargas-
Krankheit, Typ A-Influenza, Rift Valley-Fieber, das schwer-akute Atemwegssyndrom (SARS), 
sowie diverse hämorrhagische Fieber und das erste Auftreten des erworbenen 
Immundefizienzsyndroms (acquired immunodeficiency syndrome, AIDS) infolge einer 
Infektion mit dem humanen Immundefizienzvirus, HIV, bzw. dem Affen-Immundefizienzvirus, 
SIV (Daszak et al., 2000; Karesh et al., 2005; WHO, 2006; Molyneux et al., 2011; ILRI, 2012; 
Karesh et al., 2012; Schoub, 2012). Die Klassifizierung von Zoonoseerkrankungen erfolgt 
häufig auf folgenden Grundlagen: (i) Dem  Übertragungsweg (z.B. über Insekten oder 
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Lebensmittel), (ii) der Art des Erregers (Parasiten, Bakterien, Viren, etc.) und / oder (iii) des 
Ausmaßes der Übertragbarkeit von Mensch zu Mensch (Lloyd-Smith et al., 2009). 
 
Fortschreitende globale Veränderungen infolge der wachsenden Weltbevölkerung haben in 
den letzten Dekaden zu einem verstärkten Auftreten von neuen Zoonosen geführt. Dazu 
zählen u.a. das hantavirus-assoziierte pulmunale Syndrom (HPS), Affenpocken und SARS 
(Arita et al., 1985; Moolenaar et al., 1997; Escutenaire und Pastoret, 2000; Ng, 2003; Wu, 
2003; Webster, 2004). Während die Ausbreitung der zoonotischen Infektion durch das 
SARS-assoziierten Coronavirus (SARS-CoV) dank geeigneter Gegenmaßnahmen und 
Strategien zur Eindämmung der Infektion (hauptsächlich) lokal beschränkt blieb und seither 
nicht mehr auftrat (Weiss und McLean, 2004), treten Hantavirus-Infektionen weiterhin 
sporadisch in der menschlichen Bevölkerung auf (Morse, 2004). Es wird diskutiert, dass der 
Verlust von Biodiversität (i.d.R. infolge von menschlichen Aktivitäten) indirekt zu einem 
verstärkten Auftreten von EIDs führt, ein Phänomen, das als Dilution-Effekt bezeichnet wird 
(Keesing et al., 2006; Johnson und Thieltges, 2010).  
 
 
1.1.1 Virale Zoonosen 
 
Virale Zoonoseerreger sind Auslöser für eine große Menge an EIDs (Tabelle 1), wobei RNS-
Viren hier den größten Anteil einnehmen (Taylor et al., 2001; Woolhouse und Gowtage-
Sequeria, 2005). Ein bedeutender Faktor hierfür ist die enorme Variabilität von RNS-Viren 
infolge ihrer meist hohen Mutationsrate (Drake und Holland, 1999; Denison et al., 2011).  
 
Unter Wirbeltieren, welche nicht zu den Säugetieren zählen, stellen Vögel ein bedeutendes 
natürliches Reservoir für zoonotische Erreger dar (Palmer, 1998). Faktoren wie die 
industrielle Geflügelhaltung mit riesigen Populationen an Nutzgeflügel - Hühner, Enten, 
Gänse und Truthähne - sowie die großen Schwärme und das Zugverhalten von vielen 
Vogelspezies, mit der Migration über Kontinente bzw. riesige Landabschnitte, hatten eine 
große Bedeutung bei der Entstehung und / oder Verbreitung von zoonotischen Erregern, wie 
Influenza A-Viren (FLUAV) und dem West-Nil-Virus (McLean et al., 2002; Reed et al., 2003; 
Causey und Edwards, 2008; Suarez, 2010; Maxted et al., 2012). Auch Menschenaffen 
(Homidae, z.B. Schimpansen), die nächsten Verwandten des Menschen, sind ein natürliches 
Reservoir zoonotischer Viren, können aufgrund ihrer phylogenetischen Nähe aber auch 
selbst das Opfer (Fehlwirt) von humanpathogenen Viren sein (Formenty et al., 1999; Leroy et 
al., 2004; Leroy et al., 2005; Bermejo et al., 2006). Die Immunschwäche AIDS, ausgelöst 
durch HIV, ist eine Beispiel für eine Zoonose mit Primaten als natürliches Reservoir. Im Jahr 
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2012 waren weltweit etwa 35 Millionen Menschen mit HIV infiziert und es starben etwa 1,6 
Millionen Menschen an den Folgen von AIDS (WHO, 2013b). Mittlerweile wurden 
Schimpansen als Ursprung für HIV-1 identifiziert (Gao et al., 1999; Van Heuverswyn et al., 
2006; Li et al., 2012). 
Kleinsäuger sind ebenfalls ein natürliches Reservoir für eine Vielzahl an zoonotischen Viren. 
Insbesondere Hantaviren (aus der Familie der Bunyaviridae) und (fast alle) Vertreter der 
Arenaviridae haben ihr natürliches Reservoir in Nagetierspezies (Baum et al., 1966; Groen et 
al., 1995; Khan et al., 1995; Weigler, 1995; Mills et al., 1999; Briese et al., 2009; Idemyor, 
2010; Gu et al., 2013; Kruger et al., 2013a). 
 
 
(Potenzielles) Natürliches Reservoir 




















diverse Lyssaviren (z.B. 
Tollwutvirus) 
Influenza A-Viren (H17N10, 
H18N11) 
Ebola- und Marburgvirus 
Hendra- und Nipah-Virus 
Menangle-Virus 
SARS-CoV 
Reoviren (z.B. Pulau-Virus) 
diverse Hepaciviren 
Tabelle 1: Übersicht über Viren mit zoonotischem Potential bzw. naher Verwandtschaft zu 
humanpathogenen Erregern und ihr (potenzielles) natürliches Reservoir bzw. Tiergruppen in 
denen sie detektiert wurden. 
(Kanki et al., 1987; Dekaban et al., 1995; Webster, 1997; Gao et al., 1999; Weiss und Wrangham, 
1999; Baigent und McCauley, 2003; Bush, 2004; Di Giulio und Eckburg, 2004; Calisher et al., 2006; 
Franka et al., 2006; Woo et al., 2006; Gonzalez et al., 2007a; Wong et al., 2007; Essbauer et al., 
2010; Drexler et al., 2012a; Tong et al., 2012; Kronmann et al., 2013; Quan et al., 2013; Smith und 
Wang, 2013; Tong et al., 2013) 
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Die seit kurzer Zeit gewonnenen Erkentnisse zur Beziehung zwischen (humanpathogenen) 
Erregern und Fledertieren, sowie ihrer Rolle als natürliches Reservoir zoonotischer Viren, 
spiegeln sich auch in der Entwicklung der Anzahl an Publikationen wieder, welche zu 
Fledertieren und Viren verfasst wurden (Abbildung 2, A). Während bis spät in das 20. 
Jahrhundert die Interaktion von Fledertiere und Viren hauptsächlich auf Tollwutviren 
reduziert wurde (Sulkin und Greve, 1954; Constantine, 1967b; Bigler et al., 1975; Lumio et 
al., 1986; Batista-da-Costa et al., 1993; Passos et al., 1998) und einen Großteil der 
Publikationen zur Interaktion von Fledertieren und Viren einnimmt (Abbildung 2, B), führte die 
Verlinkung von hochpathogenen, zoonotischen Viren zu Flughunden und Fledermäusen am 
Anfang des 21. Jahrhunderts zu einer verstärkten Analyse der Funktion von Fledertieren als 
ein natürliches Reservoir für zoonotische Viren (Leroy et al., 2005; Calisher et al., 2006; 
Wang et al., 2006; Wong et al., 2007; Smith und Wang, 2013).  
 
Durch Filoviren ausgelöste Ausbrüche führten haupsächlich in Afrika zu Epidemien eines 
schweren hämorrhagischen Fiebers mit hoher Letalität (WHO, 1978b; Smith et al., 1982; 
WHO, 1995; Samaranayake et al., 1996; Le Guenno et al., 1999; Slenczka, 1999; Green, 
2012). Zudem haben Infektionen bei Primaten - mit einer einhergehenden großen 
Sterblichkeit - zu einer starken Verringerung der Gorilla- und Schimpansen-Bestände geführt 
(Leroy et al., 2004; Karesh und Reed, 2005; Rouquet et al., 2005; Lemonick, 2007). Es gibt 
Hinweise für einen Zusammenhang von Filovirus-Infektionen mit dem Kontakt zu 
Flughunden (Leroy et al., 2009) und bei der Suche nach dem natürlichen Reservoir der 
Filoviren wurden verschiedene Flughund-Spezies entdeckt, die Filoviren in sich tragen ohne 
selbst zu erkranken (Leroy et al., 2005; Biek et al., 2006; Towner et al., 2007). 
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Abbildung 2: Literatursuche (Pubmed-Datenbank) nach wissenschaftlichen Arbeiten, welche 
von Viren und Fledertieren handeln. 
(A) Es wurden Publikationen gesucht, die sowohl den Begriff „virus“ (Parameter: title/abstract) als auch 
„bat“ (Parameter: title/abstract) in ihrem Titel oder Abstract besitzen um einen Überblick über die 
Entwicklung der Forschung im Bereich fledertierassoziierter Viren zu gewinnen. Die absoluten Zahlen 
der Publikationen (bis zum Zeitpunkt: November/2013) wurden für den Zeitraum 1940 bis 2000 für 
Intervalle von zehn Jahren und nachfolgend jährlich erhoben. (B) Für einen detailierten Überblick über 
die Verknüpfung von ausgewählten Viren wurde eine kombinierte Suche aus den Begriffen „bat“ 
(Parameter: title/abstract) und „virus“, „SARS“, „MERS“, „EMC“, „Ebola virus“, „Nipah virus“, „Hendra 
virus“, „rabies virus“ oder „influenza virus“ (jeweils, Parameter: title/abstract) durchgeführt. Die 
Ergebnisse der Literatursuche als absolute Anzahl der Publikationen (Zeitpunkt: November/2013) 
wurden grafisch für den Begriff „virus“ (Virus, grün) sowie die Vertreter der ausgewählten Virusfamilien 
- Coronaviridae (SARS-CoV, SARS; MERS-CoV, MERS bzw. HCoV-EMC, EMC; dunkelblau), 
Filoviridae (Ebolavirus, Ebola; orange), Paramyxoviridae (Nipah-Virus, NiV und Hendra-Virus, HeV; 
rot), Rhabdoviridae (Tollwutvirus, Rabies; hellblau) und Orthomyxoviridae (Influenza A-Viren, 
Influenza; braun) - dargestellt.  
 
 
In Australien und Südost-Asien (v.a. Malaysia und Bangladesch) führte die Infektion mit dem 
Hendra- (Australien) bzw. Nipah-Virus (Asien) zu schweren Enzephaliten mit hoher Mortalität 
in der lokalen Bevölkerung (Murray et al., 1995b; Selvey et al., 1995; Chua et al., 1999; Chua 
et al., 2000b; Lam und Chua, 2002). Auch hier konnten Flughunde als natürliches Reservoir 
identifiziert werden (Enserink, 2000; Yob et al., 2001; Reynes et al., 2005; Halpin et al., 
2011; Rahman et al., 2012; Yadav et al., 2012). 
 
Auch für SARS-CoV (severe acute respiratory syndrome-, schwer-akutes 
Atemwegssyndrom-assoziiertes Coronavirus), dem Auslöser einer schweren 
Atemwegserkrankung mit einer Mortalität von etwa 10 % und einer pandemischen 
Verbreitung (Drosten et al., 2003; Rickerts et al., 2003; Berger et al., 2004), wurde gezeigt, 
dass Fledertiere (v.a. die Gattung: Rhinolophus) das natürliches Reservoir darstellen und 
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eine große Vielfalt an verwandten Viren beherbergen (Poon et al., 2005; Tang et al., 2006; 
Muller et al., 2007; Hon et al., 2008; Pfefferle et al., 2009b; Yuan et al., 2010; Ge et al., 2013; 
Yang et al., 2013). Aktuell wurde im Nahen Osten ein weiteres zoonotisches Coronavirus 
identifiziert (MERS-CoV bzw. HCoV-EMC) dessen Vorläufer wahrscheinlich auch aus 
Fledertieren stammt und eventuell über Dromedare auf den Menschen gelang (Bermingham 
et al., 2012; Zaki et al., 2012; Geng und Tan, 2013; Haagmans et al., 2013; Ithete et al., 
2013; Memish et al., 2013; Reusken et al., 2013). 
 
 
1.2 Natürliches Reservoir 
 
Ein natürliches Reservoir (auch Reservoirwirt oder Reservoirspezies) bezeichnet eine 
Tierspezies, welche Erreger in sich tragen und auch deren Vermehrung zulassen kann, ohne 
selbst Symptome einer Erkrankung zu zeigen. Wenn ein Erreger von seinem natürlichen 
Reservoir in eine neue Spezies gelangt kann eine solche Infektion schwere und sogar 
lebensbedrohliche Infektionen auslösen. Säugetiere und Vögel stellen dabei einen Großteil 
der natürlichen Reservoire für Zoonoseerreger dar (Cleaveland et al., 2001; Taylor et al., 
2001; Morse, 2004; Woolhouse und Gowtage-Sequeria, 2005; Keele et al., 2006), während 
Arthropoden meist als Vektoren oder Zwischenwirte dienen (Kilpatrick und Randolph, 2012).  
 
In den letzten Jahren wurde gezeigt, dass kleine Säugetiere wie Nager und Fledertiere eine 
große Anzahl an Erregern (vornehmlich Viren) beherbergen, welche ein zoonotisches 
Potential besitzen und / oder eine nahe Verwandtschaft zu bekannten, humanpathogenen 
Erregern aufweisen (Marples, 1967; Tsai et al., 1971; Isaacson et al., 1983; el Gindy et al., 
1987; Ellis et al., 1999; Gonzalez et al., 2007a; Johne et al., 2010; Olsson et al., 2010) 
(Halpin et al., 1999; Favi et al., 2002; Guan et al., 2003b; Leroy et al., 2005; Li et al., 2005a; 
Calisher et al., 2006; Johnson et al., 2006; Towner et al., 2007; Wong et al., 2007; Chu et al., 
2008; Drexler et al., 2012a; Muhldorfer, 2013; Smith und Wang, 2013). 
 
 
1.2.1 Fledertiere als natürliches Reservoir für zoonotische Viren 
 
1.2.1.1 Ein Überblick über die Ordnung Chiroptera 
 
Fledertiere, im Allgemeinen als Fledermäuse und Flughunde bezeichnet, gehören zur 
Ordnung der Chiroptera innerhalb der Klasse der Säugetiere (Mammalia). Die Bezeichnung 
Chiroptera leitet sich von den griechischen Begriffen für Hand (cheir) und Flügel (pteron) ab, 
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wodurch die Tatsache beschrieben ist, dass sich bei den Fledertieren im Laufe der Evolution 
die Vorderextremitäten - haupsächlich die Finger - zu Flügeln entwickelt haben. Sie werden 
vornehmlich zur fliegenden Fortbewegung eingesetzt, können zusätzlich jedoch auch zum 
Greifen und Klettern verwendet werden (Hill und Smith, 1984; Nowak, 1999; Vaughan et al., 
2000). Das Fliegen wird v.a. durch die kraftvolle Brust- und Flügelmuskulatur ermöglicht 
(Vaughan, 1970; Altenbach und Hermanson, 1987). 
 
Die Einteilung der Fledertiere erfolgte ursprünglich in die zwei monophyletischen 
Unterordnungen der Megachiroptera (Flughunde) und der Microchiroptera (Fledermäuse). 
Eine solche Einteilung suggeriert dass alle Megachiroptera groß, Microchiroptera jedoch 
klein sind. Dies ist jedoch nicht der Fall, da in jeder Unterordnung die Größen mitunter stark 
variieren (Vaughan et al., 2000). Die Vertreter der Megachiroptera besitzen große Augen und 
können sich auch in der Nacht durch visuelle Wahrnehmung orientieren, während sämtliche 
Microchiroptera von ihrer Fähigkeit zur Echolokalisation abhängig sind (Hill und Smith, 
1984). Basierend auf aktuellen, molekulargenetischen Daten wurde mittlerweile eine neue 
Einteilung vorgeschlagen, welche die genetische Verwandschaft bei der phylogenetischen 
Einteilung stärker berücksichtigt (Springer et al., 2001; Teeling et al., 2002; Teeling et al., 
2003; Teeling et al., 2005). In Tabelle 2 ist eine Übersicht über die Einteilung der 
verschiedenen Familien in die vorgeschlagenen Unterordnungen Yinptero- und 
Yangochiroptera dargestellt. Trotz unvollständiger fossiler Belege (Jones et al., 2002) weisen 
aktuelle Studien darauf hin, dass der Ursprung der Fledertiere im Eozän der Erdgeschichte, 
vor etwa 50 Millionen Jahren, lag und mit dem signifikanten Anstieg der globalen Temperatur 
einher ging (Jones et al., 2005; Simmons, 2005a; Teeling et al., 2005).  
 
Nach den Nagetieren (Ordnung: Rodentia) stellen Fledertiere die zweitgrößte Gruppe der 
Säugetiere (Simmons, 2005b), haben sich aus evolutionärer Sicht im Vergleich zu anderen 
Säugetieren jedoch relativ gering weiterentwickelt (Hill und Smith, 1984). Von den ca. 4.600 
bekannten Säugetierspezies stellen die Fledertiere mit einer geschätzten Anzahl von 
mindestens 925 verschiedenen Spezies einen Anteil von etwa 20 % (Teeling et al., 2005). In 
einigen tropischen Regionen existieren sogar mehr verschiedene Fledermausspezies als 
sonstige Säugetierspezies kombiniert (Hill und Smith, 1984; Nowak, 1999; Vaughan et al., 
2000). 
 
Als einzige Vertreter der Säugetiere sind Fledertiere in der Lage aktiv zu Fliegen, wobei ihre 
Flügelspannweite von wenigen cm (Hummelfledermaus, Craseonycteris thonglongyai) bis 
knapp 2 m (Goldkronen-Flughund, Acerodon jubatus) reicht (Nowak, 1999). Andere 
„fliegende“ Säugetiere wie beispielsweise Flughörnchen gleiten anstatt aktiv zu Fliegen. 
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Einige Arten sind im Stande, (saisonal) mehrere hundert Kilometer zu migrieren, um in 
nahrungsreiche Habitate oder geeignete Regionen zum Überwintern zu gelangen (Cockrum, 
1969; Griffin, 1970; Bisson et al., 2009; Johnson et al., 2011; Taylor et al., 2011; Roberts et 
al., 2012; McGuire und Boyle, 2013; McGuire et al., 2013; Voigt et al., 2013). Es handelt sich 
bei Fledertieren zudem um äußerst diverse und geografisch weit verbreitete Spezies, die auf 
allen Kontinenten mit Ausnahme der Antarktis zu finden sind (Abbildung 3). Obwohl 
Fledertiere in den gemäßigten Zonen relativ verbreitet sind, erreichen sie ihre größte 
Diversität in den tropischen Wäldern (Hill und Smith, 1984; Vaughan et al., 2000; Museum 



























Thyropteridae (Amerikanische Haftscheiben-Fledermäuse) 
Vespertilionidae (Glattnasen-Fledermäuse) 
 
Tabelle 2: Einordnung der Familien innerhalb der Ordnung Chiroptera nach Teeling et al., 2005.  
 
 
Die meisten Fledertiere sind nacht- bzw. dämmerungsaktiv (Eckert, 1982; Kunz, 1982) und 
verbringen rund die Hälfte ihres Lebens an ihren Schlafplätzen. Dies hat zur Folge, dass sie 
einen Großteil ihrer Verhaltensmuster - Sozialverhalten, Flugverhalten, Ernährung, 
Gruppengröße und Fortpflanzungsverhalten - an diese Lebensweise angepasst haben 
(Bradburry, 1977; Gaisler, 1979; Kunz, 1982; Racey, 1982). Zu ihren Schlafplätzen zählen 
beispielsweise Höhlen, Minen, Spalten in Felsen und Baumrinde, Felsvorsprünge, Löcher in 
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Baumstämmen und Ästen, Baumwipfel, Blätter und aus Blättern gebaute Zeltstrukturen, 
sowie auch menschliche Behausungen und Bauten (Verschuren, 1957; Kunz, 1982; 
Stebbings und Walsh, 1988a; Stebbings und Walsh, 1988b; Kunz et al., 1994). Viele Spezies 
leben durchgängig in großen Kolonien, andere bilden Sozialverbände nur während der 
Aufzuchsphase der Jungtiere, den sogenannten Wochenstuben, sowie zur Überwinterung 
(Kunz, 1982; Hill und Smith, 1984; Ransome, 1990). Die Größe der Kolonien reicht von 
weniger als einem Dutzen Individuen bis hin zu mehreren Millionen (Davis et al., 1962; 
Barbour und Davis, 1969; Kingdon, 1974; Lekagul und McNeely, 1977; Marshall, 1983; 




Abbildung 3: Verbreitung der Fledertiere nach Hill und Smith, 1984. 
Die Verbreitung der Fledertiere (rot) erschließt sich über sämtliche Kontinente (nicht in den 
Polarregionen) mit Ausnahme der Antarktis.  
 
 
Auch in ihrer Ernährung weisen Fledertiere erhebliche Unterschiede auf, was ein weiterer 
Beleg für ihre enorme Diversität ist. So ernähren sich viele Spezies hauptsächlich von 
Insekten (Zinn und Humphrey, 1976; Fascione et al., 1991; Kalko, 1995; McCracken et al., 
2008; Clare et al., 2009; Bohmann et al., 2011; Clare et al., 2011; Siemers et al., 2011), 
jedoch gibt es zudem einige Vertreter die sich zusätzlich oder ausschließlich von 
Kleinsäugern (Reid, 2009), Vögeln (Vehrencamp et al., 1977), Reptilien (Santana et al., 
2011), Amphibien (Page und Ryan, 2005; Page et al., 2012) oder Fischen (Aizpurua et al., 
2013), sowie von Blut (Morton und Janning, 1982; Machado-Santos et al., 2013), Früchten 
(Delorme und Thomas, 1996; Delorme und Thomas, 1999; Cruz-Neto et al., 2001; Lopez 
und Vaughan, 2007; Kelm et al., 2008; Zhao et al., 2010; Downs et al., 2012; Melo et al., 
2012; Shen et al., 2012), Blätter (Nelson et al., 2005) oder Nektar (Howell und Hodgkin, 
1976; Schondube et al., 2001; Coleman und Downs, 2012; Gonzalez-Terrazas et al., 2012; 
Frick et al., 2013) ernähren. Für das Aufspüren und / oder Fangen von Nahrung wird von den 
meisten Arten eine mehr oder weniger ausgeprägte Form der Echolokalisation eingesetzt 
(Simmons und Vernon, 1971; Simmons et al., 1975; Simmons, 1989; Holland et al., 2004; 
Melendez et al., 2006; Jones und Holderied, 2007; Surlykke und Kalko, 2008; Jones und 
Siemers, 2011; Koselj et al., 2011; Yovel et al., 2011; Mantani et al., 2012).  
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Gemessen an ihrer Körpermasse können Fledermäuse ein sehr hohes Alter erreichen. 
Normalerweise korreliert die Lebensspanne der Säugetiere mit ihrer Körpermasse, kleine 
Säugetiere haben eine kurze Lebensspanne, große Säugetiere leben länger. Fledermäuse 
hingegen können in der Wildnis ein Alter von über 30 Jahren erreichen und haben dadurch 
eine etwa 3,5-fach längere Lebensspanne als andere Säugetiere. Es wird angenommen 
dass Faktoren wie Hibernation, fehlende Prädatoren und Fortpflanzungsstrategien, welche 
mit denen von großen Säugetieren vergleichbar sind, eine Rolle dabei spielen (Wilkinson 
und South, 2002). 
 
Für das Ökosystem sind Fledertiere von großer Bedeutung: In vielen Regionen der Erde 
nehmen sie eine wichtige Rolle bei der Kontrolle von Insektenpopulationen ein (Hill und 
Smith, 1984; Whitaker, 1993; Nowak, 1999; Vaughan et al., 2000; Jones et al., 2003), zu 
denen auch solche zählen, welche als Vektoren für humanpathogene Erreger dienen 
können. Zusätzlich sind sie auch an der Bestäubung von Blüten als auch der Verbreitung 
von Pflanzensamen beteiligt (Dobat, 1985; Cox et al., 1991; Gorchov et al., 1993) und ihr 
Guano wird als Düngemittel, sowie bei der Herstellung von Seifen, Kraftstoffen und 
Antibiotika verwendet (Campbell, 1925; Hill und Smith, 1984; Kunz, 2003). In manchen 
Regionen der Erde dienen größere Fledertierspezies (meist Flughunde) zudem als 
Nahrungsquelle (bushmeat) für die lokale Bevölkerung (Hill und Smith, 1984; Nowak, 1999; 
Hayman et al., 2008; Hayman et al., 2010; Randrianandrianina et al., 2010; Jenkins et al., 
2011; Kamins et al., 2011; Hayman et al., 2012; Snary et al., 2012). Ihre Fähigkeit zur 
Echolokalisation wurde zudem bereits als Modell für die Entwicklung von Schallsystemen 
eingesetzt (Neretti et al., 2003; Sanderson et al., 2003). 
 
 
1.2.1.2 Ausgewählte Beispiele für die Funktion von Fledertieren als 
natürliches Virusreservoir 
 
Obwohl bereits seit einiger Zeit bekannt ist, dass Fledertiere eine Rolle bei der Verbreitung 
von Tollwutviren spielen (Johnson, 1948; Malaga Alba, 1954; Sulkin und Greve, 1954; Quist 
et al., 1957), stehen Fledertiere erst seit wenigen Jahren im Fokus, als natütliches Reservoir 
für zoonotische Viren, bzw. von Viren, welche das Potential besitzen die Speziesbarriere zu 
überwinden (spill over-Infektion) zu fungieren (Lumio et al., 1986; McColl et al., 2000; Leroy 
et al., 2005; Towner et al., 2007; Wong et al., 2007; Drexler et al., 2009; Drexler et al., 
2012a; Wang und Hu, 2013). Bei der Suche nach möglichen Erklärung für die spezielle 
Beziehung zwischen Fledertieren und Viren wurden diverse Hypothesen erstellt, die auf der 
besonderen Lebensweise der Fledertiere basieren, ein wissenschaftlicher Beweis fehlt 
jedoch meist. 
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Einige Fledertierspezies bilden (wie viele Nagetiere) große Populationen (Jones et al., 2008; 
Wibbelt et al., 2010) bzw. riesige Anhäufungen von Individuen auf engstem Raum 
(Constantine, 1967a), was perfekte Räume für einen (viralen) Erreger sind, um sich 
erfolgreich und nachhaltig in einer Population zu replizieren (Wang et al., 2011). So ist es in 
großen Fledertierkolonien stets gegeben, dass infizierte Individuen im Kontakt zu naiven 
(Jung-) Tieren oder immunsupprimierten Individuen stehen, was besonders die Infektion 
durch Erreger fördert, die über direkten Kontakt und Aerosole übertragen werden können 
(Constantine, 1967c; Winkler, 1968; Constantine et al., 1972). Zusätzlich dazu kann es in 
den großen und dichten Kolonien immer wieder zu Beißereien kommen und auch Vektoren 
wie Insekten können virushaltiges Blut zwischen Individuen und / oder Spezies übertragen 
(Cross et al., 1971; Lvov et al., 1973; Butenko, 1996; Oelofsen und Van der Ryst, 1999; 
Lampo et al., 2000; Gill et al., 2004; Wong et al., 2007; Estrada-Pena et al., 2008). 
 
Die im Vergleich zu anderen Säugetieren lange Lebensspanne begünstigt die Verbreitung 
eines Erregers über einen langen Zeitraum (Halloran, 1998), wie auch die Entstehung und 
Übertragung von chronisch persistierenden Infektionen (Wang et al., 2011). Auch das 
stammesgeschichtlich hohe Alter der Ordnung Chiroptera liefert eine Grundlage für die 
besondere Beziehung zwischen Fledertieren und Viren. So wird angenommen, dass die 
Vorläufer vieler zoonotischer Viren bereits eine lange Geschichte der Interaktion mit den Ur-
Ahnen der Fledertieren besaßen, was im Zuge einer Co-Evolution zu einer 
gemeinschaftlichen Artenentstehung geführt haben könnte (Gould, 1996; Badrane und 
Tordo, 2001). Zusätzlich wird angenommen dass die viralen Rezeptoren und biochemischen 
Signalwege innerhalb der Säugetiere stark konserviert sind, weswegen eine Übertragung auf 
andere Spezies unter geeignete Umständen möglich ist (Marsh und Wang, 2012; Weir et al., 
2013). 
 
Der aktive Flug und die Tatsache, dass viele Fledertierspezies mitunter hunderte bis 
tausende Kilometer migrieren (Cockrum, 1969; Griffin, 1970; Bisson et al., 2009; Johnson et 
al., 2011; Taylor et al., 2011; Roberts et al., 2012; McGuire und Boyle, 2013; McGuire et al., 
2013; Voigt et al., 2013) ermöglicht eine exzellente Erregerverbreitung. Viren können so in 
neue Habitate gelangen und sich in den dort ansässigen, naiven Populationen etablieren. 
Des Weiteren erhöht sich im Vergleich zu terrestrischen Tieren die Möglichkeit eines direkten 
oder indirekten Kontaktes zu anderen Spezies in entfernten Regionen und damit auch eine 
mögliche spill over-Infektion (Bell, 1980; Shankar et al., 2005). Zusätzlich kommt es nicht 
selten vor, dass sich mehrere Fledertierspezies einen Schlafplatz teilen (co-roosting) oder 
auch mit z.B. Nagetierspezies co-existieren, was ein zusätzlicher Faktor für eine spill over-
Infektion darstellt (Calisher et al., 2006). 
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Über das Immunsystem von Fledertieren ist relativ wenig bekannt. Es wird zwar 
angenommen, dass Fledertiere einzigartig im Bezug auf ihre Reaktion auf virale Infektionen 
sind, da sie oftmals in der Lage sind virale Infektionen und Virusreplikation zu tolerieren ohne 
ein Krankheitsbild zu zeigen (Sulkin et al., 1966; Sulkin und Allen, 1974; Swanepoel et al., 
1996; Williamson et al., 1998; Williamson et al., 2000; Leroy et al., 2005; Middleton et al., 
2007; Leroy et al., 2009), jedoch fehlen immunologische und molekulargenetische Daten um 
dieses Phänomen zu erklären (Calisher et al., 2006). Es wird spekuliert, dass die lange Zeit 
der Co-Evolution zwischen Fledertieren und Viren eine Adaptation des Immunsystems 
hervorgerufen hat, welche die virale Replikation gering hält und so zwar keine 
Krankheitssymptome auftreten, aber dennoch Virus in die Umwelt abgegeben wird (virus 
shedding). Aktuelle Ergebnisse zur Transkriptomanalyse von immunsystem-assoziierten 
Genen in dem schwarzen Flughund (Pteropus alecto) haben gezeigt, dass Fledertiere alle 
Komponenten des Immunsystems - wie es bei Säugetieren bekannt ist - besitzen und 
zusätzlich noch Gene identifiziert wurden, für die keine korrespondierenden Gene in anderen 
Säugetierspezies identifiziert werden konnten (Papenfuss et al., 2012). Eine weitere Studie 
lieferte Hinweise dafür, dass die evolutionäre Entwicklung des aktiven Fliegens bei den 
Fledertieren mit eine Co-Evolution von DNS-Reparatursystemen einherging, Fledertiere so 
resistenter gegenüber Pathogene gemacht hat und ihre verhältnismäßig lange 
Lebensspanne begünstigt (Zhang et al., 2013). Im Zusammenhang mit dem Immunsystem 
der Fledertiere bzw. ihrer allgemeinen Gesundheit werden auch Stressfaktoren, wie plötzlich 
auftretende oder langanhaltende klimatische Veränderungen (Unwetter, Dürren, etc.), 
Nahrungsknappheit oder die Zerstörung von Lebensräumen als potenzielle Ursachen für 
einen Anstieg in der Erregerkonzentration innerhalb einer Fledertierpopulation und ihrer 
Verbreitung angesehen (Daszak et al., 2001; Field, 2009; Mathews, 2009; Streicker et al., 
2012; Wood et al., 2012).  
 
Auch populationsdynamische Faktoren, wie die Bildung von Wochenstuben und die 
Überwinterung von Arten in den gemäßigten Breiten, können Einfluss auf die Virus-Wirt-
Interaktion besitzen. Es konnte gezeigt werden, dass bestimmte Viren vermehrt während der 
Geburts- und Koloniebildungsphase (Drexler et al., 2011) sowie in der Laktationsphase 
(Gloza-Rausch et al., 2008) von europäischen Fledermausspezies detektiert werden 
konnten. Auch die Tatsache, dass einige Fledertiere eine Form von Winterschlaf 
durchführen, kann einen Einfluss auf die Wechselbeziehung mit Erregern haben. So wird 
angenommen, dass die reduzierte Körpertemperatur und Stoffwechselaktivität während des 
Winterschlafs sowohl die Immunantwort als auch die Virusreplikation verringert und so zu 
einer verzögerten Viruseliminierung bzw. der Etablierung einer persitierenden Infektion 
führen kann (Sulkin und Allen, 1974; Kuno, 2001; George et al., 2011). 
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1.2.1.3 Mögliche Übertragungswege für zoonotische Viren von Flughunden 
und Fledermäusen auf den Menschen 
 
Die Übertragung von zoonotischen Viren aus Fledertieren auf den Menschen bzw. die 
Exposition von Menschen gegenüber Fledertieren kann auf direktem und indirektem Wege 
geschehen (Abbildung 4).  
Während indirekter Kontakt meist durch kontaminierte Lebensmittel oder über Vektoren wie 
Insekten sowie Haus- und Nutztieren (welche zudem auch als Zwischenwirt, amplifying 
hosts, wirken können, s.u.) stattfinden kann (Webster et al., 1992; Selvey et al., 1995; 
Webster, 1997; Oelofsen und Van der Ryst, 1999; Chua et al., 2000a; Austgen et al., 2004; 
Calisher et al., 2006; Gonzalez et al., 2007b; Wang und Eaton, 2007; Wong et al., 2007; Hon 
et al., 2008; Tee et al., 2009; Rahman et al., 2012), ist die Infektion von Menschen mit dem 
Tollwutvirus bzw. anderen Lyssaviren ein Beispiel für eine direkte Übertragung, für die 
gezeigt werden konnte, dass sie beispielsweise durch Bisse von infizierten Fledertieren 
erfolgen kann (Sulkin und Greve, 1954; Lennette et al., 1960; Roine et al., 1988; Lopez et al., 
1992; Batista-da-Costa et al., 1993; McColl et al., 2000; Nathwani et al., 2003). Es ist zudem 
bekannt, dass der gemeine Vampir (Desmodus rotundus), eine sanguivore (blutfressende) 
Fledertierspezies, in Lateinamerika den Menschen aufsucht wenn keine geeigneten 
tierischen Spezies verfügbar sind (Schneider et al., 2001; Goncalves et al., 2002).  
Ein weiterer Weg der direkten Übertragung beruht auf der Tatsache, dass Fledertiere 
(insbesondere Flughunde) in einigen Regionen der Erde, wie Afrika, Südost-Asien sowie auf 
Inseln im pazifischen und indischen Ozeans, gejagt und als Nahrungsquelle (bushmeat) 
genutzt werden (Mickleburgh et al., 2009; Hayman et al., 2010; Kamins et al., 2011; Weiss et 
al., 2012). In diesen Regionen wird die lokale Fauna aus Mangel an alternativen 
Nahrungsquellen, wie auch aus wirtschaftlichen oder kulturellen Gründen gejagt und verzehrt 
(Brashares et al., 2004; Rowcliffe et al., 2005; Wolfe et al., 2005; De Merode und Cowlishaw, 
2006; Bennett et al., 2007; Clapham und Van Waerebeek, 2007; Poulsen et al., 2009; 
Jenkins et al., 2011; Malhi et al., 2013). Eine Exposition mit zoonotischen Viren kann zum 
einen bei der Jagd (z.B. Bisse oder Kratzer), beim Schlachten bzw. der Zubereitung der 
Mahlzeiten (Blut und andere Körperflüssigkeiten) aber auch durch den Verzehr von 
ungenügend gegartem Fleisch geschehen (Wibbelt et al., 2010; Karesh et al., 2012; Smith 
und Wang, 2013). Eine nachfolgende Mensch-zu-Mensch Übertragung geschieht (falls 
möglich) meist aufgrund ungenügender Schutzmaßnahmen bei der Behandlung von 
erkrankten Personen und kultureller Faktoren, wie z.B. besondere Beerdigungszeremonien 
(Tukei, 1996; Kerstiens und Matthys, 1999; Gurley et al., 2011; Nkoghe et al., 2011; Sazzad 
et al., 2013). 
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Während in diesem Beispiel der Kontakt von Menschen mit Fledertieren durch das gezielte 
Aufsuchens (die Jagd) der Fledertiere seitens des Menschen geschieht, kann es auch 
vorkommen, dass einige Fledertierspezies selbst menschliche Dörfer, Behausungen oder 
Bauten aufsuchen. Ursachen hierfür können zum einen in Vorteilen bei der Nahrungssuche 
(von der Beleuchtung angelockte Insekten) oder in geschützten Unterschlüpfen (Stallungen, 
Hohlräume in Dächern, etc.) liegen. Solch spezialisierte Arten können sich in großer Nähe 
zum Menschen ansiedeln und vermehren, wodurch es zu einem verstärkten Kontakt 




Abbildung 4: Mögliche Übertragungswege von fledertierassoziierten Erregern. 
Die Übertragung von fledertierassoziierten Erregern auf den Menschen kann entweder durch direkten 
Kontakt mit infizierten Fledertieren, infolge von gesteigerter Urbanisierung und Tourismus, sowie 
kultureller Praktiken oder durch indirekte Übertragungswege erfolgen. Bei Letzteren spielen v.a. 
Vektoren wie infizierte Wild- und Nutztiere, welche zudem als amplifying host dienen können, als auch 
kontaminierte Lebensmittel (Obst, Palmsaft) eine Rolle. Insbesondere kulturelle Faktoren bei der 
Haltung und den Umgang mit Nutztieren haben in der Vergangenheit schon zu zoonotischen 
Infektionen geführt (Brown, 2000; Chua et al., 2000a; Wang und Eaton, 2007). Die Beteiligung von 
Insekten als Überträger muss auch berücksichtigt werden. Infolge einer möglichen Mensch-zu-Mensch 
Übertragung können Faktoren wie die Pflege von Erkrankten (auch besondere 
Beerdigungszeremonien) oder der internationale Reiseverkehr beeinflussen, ob es bei einem lokalen 
Ausbruch bleibt oder zu einer pandemischen Verbreitung kommen kann. 
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Neben diesen beiden Szenarien, in denen die Kontaktaufnahme seitens des Menschen oder 
der Fledertiere aktiv erfolgt, existieren auch Möglichkeiten, bei denen menschliche 
Aktivitäten über Umwege zu einem verstärkten Kontakt zwischen Menschen und Fledertieren 
(so wie auch vielen anderen Tierspezies) führen. Der stetige Anstieg der Weltbevölkerung 
mit den Folgen, dass immer mehr Ressourcen als Wohnräume, zum Anbau von 
Nahrungsmitteln, der Haltung von Nutztieren sowie der Gewinnung von Rohstoffen benötigt 
werden, führt u.a. dazu, dass es zu Modifikationen von großen Landabschnitten kommt 
(Morse, 2004; Wolfe et al., 2005; Field et al., 2007). Dazu zählen beispielsweise die 
Fragmentierung von Habitaten, der Abbau von (Regen-) Wäldern und die Umwandlung von 
natürlichen Lebensräumen in Plantagen für Obst, Gemüse und Getreide. Die Veränderung 
und Reduktion von natürlichen Lebensräumen hat unmittelbar zu Folge, dass viele 
Tierspezies, wie z.B. die Fledertiere, mit starken Veränderungen im Bezug auf die Suche 
nach Nahrung und Unterschlüpfen (aufgrund erhöhter Individuen-Dichte in den verkleinerten 
Habitaten) konfrontiert werden (Walsh et al., 1993; Patz et al., 2004; Craig und 
Echinococcosis Working Group in China, 2006; Wilcox und ellis, 2006; Kilpatrick und 
Randolph, 2012), was einerseits ein Stressfaktor ist und zusätzlich den Kontakt zu 
Menschen erhöht, wenn diese beispielsweise neue Dörfer in einstigen Fledertier-Habitaten 
errichten (Wibbelt et al., 2010; Karesh et al., 2012; Smith und Wang, 2013). 
 
Unter den hier beschriebenen Bedingungen erhöht sich neben der Möglichkeit der direkten 
Übertragung von fledertierassoziierten Erregern auf den Menschen auch die Chance, dass 
die Exposition (Infektion) des Menschen gegenüber eines solchen Erregers auf indirektem 
Wege stattfindet (Daszak et al., 2001; Weiss und McMichael, 2004). Mit der fortschreitenden 
Urbanisierung und der Umwandlung von natürlichen Lebensräumen in landwirtschaftliche 
Nutzflächen steigt auch die Anzahl der Nutztiere und anderen domestizierten Tieren, welche 
eng mit dem Menschen verknüpft sind. Tierstallungen sind i.d.R. weniger (besonders in den 
ärmeren tropischen und sub-tropischen Regionen der Erde) gegen das Eindringen durch 
Wildtiere geschützt und können z.B. von Fledertieren als Unterschupf verwendet werden, 
wodurch hier eine zusätzliche Kontaktfläche entsteht (Walsh et al., 1993; Patz et al., 2004; 
Plowright et al., 2011; Karesh et al., 2012). Für Nutztiere konnte bereits gezeigt werden, 
dass sie als sogenannte amplifying hosts - Zwischenwirte, in denen ein fledertierassoziiertes 
Virus eine Adaptation durchläuft, wodurch es nachfolgend den Menschen (effizienter) 
infizieren kann - für die Übertragung eines fledertierassoziiertes Virus auf den Menschen 
dienten (Murray et al., 1995b; Philbey et al., 1998; Chua et al., 2000a; Cleaveland et al., 
2001). Eine  bedeutende Position als amplifying host nehmen Schweine ein, welche u.a. bei 
der Adaptation von aviären Influenza A-Viren an den humanen Respirationstrakt (mixing 
vessel-Theorie) und bei der Etablierung der ersten Nipah-Virus-Infektionskette in Malaysia 
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eine Rolle spielten (Webster et al., 1992; Webster, 1997; Brown, 2000; Chua et al., 2000a). 
Für SARS-CoV wird zudem angenommen, dass die eng-benachbarte Haltung von 
verschiedenen Tierspezies auf asiatischen Tiermärkten (wet markets) eine Übertragung von 
fledertierassoziierten SARS-ähnlichen Coronaviren (SARSr-CoV) auf Zibetkatzen bewirkte 
(Guan et al., 2003b; Tu et al., 2004; Yuen, 2004; Dong et al., 2007; Wang und Eaton, 2007), 
in denen sich die Viren so veränderten, dass eine effiziente Übertragung auf den Menschen 
mit nachfolgender Mensch-zu-Mensch Übertragung möglich war (Wang und Eaton, 2007), 
was (bedingt durch den globalen Flugverkehr) zu einer pandemischen Ausbreitung von 
SARS-CoV-Infektionen führte (Knudsen et al., 2003; Cherry, 2004; Krilov, 2004; Winter, 
2005). 
 
Neben den Nutztieren können zudem auch kontaminierte Nahrungsmittel als 
Übertragungsweg für einen fledertierassoziierten Erreger auf den Menschen bzw. auf einen 
amplifying host dienen. So wird u.a. angenommen, dass einige NiV-Infektionen (v.a. bei 
Schweinen) auf den Verzehr von (Fall-) Obst zurückzuführen war, welches von Flughunden 
angebissen wurde und wahrscheinlich mit infektiösen Körperflüssigkeiten kontaminiert war 
(Fogarty et al., 2008; Luby et al., 2009). Zusätzlich dazu traten in Bangladesch gehäuft NiV 
Infektionen auf, deren Ursache, der mit dem Urin von Flughunden kontaminierter Saft der 
Dattelpalme war (Rahman et al., 2012). Der Saft der Dattelpalme wird in Südost-Asien aus 
traditionellen Gründen oft ohne vorheriges Erhitzen verzehrt. Er wird dadurch gewonnen, 
dass man in den Wipfeln der Palmen den Stamm einritzt und darunter einen Behälter 
platziert. Allerdings konnte beobachtet werden, dass Flughunde vom Genus Pteropus diese 
Stellen aufsuchen, um ebenfalls den Palmsaft zu trinken und dabei NiV-haltiger Urin in die 
Auffanggefässe gelangen kann (Luby et al., 2006; Luby et al., 2009).  
 
Der Kontakt mit Urin und Kot von Fledertieren ist generell als problematisch anzusehen, da 
davon auszugehen ist, dass sie große Mengen an Erregermaterial enthalten können, was 
durch die oftmals enormen Mengen der nachgewiesenen viralen Nukleinsäuren gezeigt 
werden konnte (Chua et al., 2002b; Wacharapluesadee und Hemachudha, 2007; Drexler et 
al., 2009; Pfefferle et al., 2009b; Tong et al., 2009; Li et al., 2010a; Li et al., 2010b; Osborne 
et al., 2011; Drexler et al., 2012b; Ge et al., 2012; Annan et al., 2013). 
 
 
1.2.2 Anforderungen an den Wirtswechsel und die Speziesbarriere 
 
Das Auftreten von zoonotischen EIDs wie SARS, Ebolavirus-induziertes hämorrhagisches 
Fieber (HF) oder Typ-A Influenza haben in den letzten 50 Jahren zu schweren Infektionen in 
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der menschlichen Bevölkerung, mit teilweise pandemischer Verbreitung geführt (Skowronski 
et al., 2005; Hall und Hall, 2007; Cheng et al., 2012; Karesh et al., 2012; Morens und Fauci, 
2012). Die Infektion des Menschen erfolgte dabei entweder durch direkten Kontakt mit dem 
natürlichen Reservoir (z.B. Marburgvirus) oder über einen Zwischenwirt (amplifying host, z.B. 
Nipah-Virus). In beiden Fällen muss ein solcher Erreger die Speziesbarriere überwinden. Ob 
es sich bei der Infektion eines neuen Wirtes (spill over) um ein Ereignis ohne oder mit 
nachfolgender Infektionskette kommt, hängt zum einen von der Speziesspezifität sowie von 
der genetischen Beschaffenheit des Erregers und zum anderen von dem Vorhandensein 
bzw. der Abwesenheit von Faktoren im neuen Wirt ab, die direkten Einfluss auf die 
Virusvermehrung haben. Das bedeutet, dass selbst wenn ein Virus in der Lage ist einen 
neuen Wirt zu infizieren, es nicht zwingend notwendig ist, dass auch infektiöse Viren 
produziert werden, die weitere Infektionen in der neuen Wirtsspezies hervorrufen können.  
 
Als wichtige Eigenschaft für die Infektion einer neuen Spezies wird angenommen, dass 
Erreger mit einem breiten Wirtstropismus im Bezug auf ihre Replikation (Generalisten) und / 
oder einer hohen genetischer Variabilität eher zu einem Wirtswechsel befähigt sind, als 
solche Erreger, deren Replikation auf eine bestimmte Spezies (oder sogar ein bestimmtes 
Organ bzw. Zelltyp) festgelegt (Spezialisten) ist (Woolhouse et al., 2001; Parrish et al., 
2008). Es wird zudem diskutiert, dass die genetische Verwandtschaft zwischen der Spezies 
des natürlichen Reservoirs und dem zukünftigen Wirt eine wichtige Beteiligung bei einem 
möglichen Wirtswechsel für ein Virus spielt (Villarreal et al., 2000; Charleston und Robertson, 
2002; Li et al., 2005a; Parrish et al., 2008). Eine erfolgreiche und produktive Infektion eines 
neuen Wirtes hat für einen Erreger zudem oftmals zur Folge, dass er (nach der Replikation in 
einer anderen Spezies als dem natürlichen Reservoir) ein breiteres Wirtsspektrum erlangt, 
was nachfolgende Infektionen weiterer Spezies, welche vom ursprünglichen Erreger nicht 
infizierbar waren, ermöglichen kann (Parrish et al., 2008). 
 
Die Speziesbarriere (Abbildung 5) ist ein Sammelbegriff für eine Reihe von Faktoren, die 
Einfluss darauf haben ob ein (viraler) Erreger in der Lage ist eine neue Spezies zu infizieren. 
Neben ökologischen Faktoren, die Einfluss auf die Wahrscheinlichkeit für einen Kontakt 
zwischen dem natürlichen Reservoir eines Erregers und einer weiteren, für die Infektion mit 
dem Erreger empfänglichen Spezies haben (Räumliche Nähe; direkter / indirekter Kontakt, 
z.B. über Körperausscheidungen oder kontaminierte Nahrung), spielen vor allem 
erregerspezifische (z.B. Wirtstropismus oder Mutationsrate) und wirtsspezifische Faktoren 
(z.B. die Expression von möglichen Rezeptormolekülen und Interaktionspartnern bei der 
Replikation des Erregers) eine entscheidende Rolle.  
 




Abbildung 5: Schematische Darstellung der Speziesbarriere für den Wirtswechsel eines 
fledertierassoziierten Virus. 
Damit ein fledertierassoziiertes Virus einen neuen Wirt - Mensch (rot), Wild- (blau), Haus- (grün) oder 
Nutztier (lila) -  infizieren und erfolgreich in ihm replizieren kann, muss es zunächst die 
Speziesbarriere überwinden. Die Speziesbarriere ist ein Sammelbegriff für ökologische, sowie erreger- 
und wirtsspezifische Faktoren, die für die verschiedenen Phasen einer Virusreplikation - (i) 
Viruseintritt, (ii) Replikation, (iii) Morphogenese und (iv) Virusfreisetzung - nötig sind (bzw. einen 
Einfluss haben), als auch (v) das Immunsystem des Wirtes. 
 
 
Selbst wenn ein Erreger in der Lage ist eine neue Spezies zu infizieren bestehen jedoch 
möglicherweise noch weitere Hindernisse, die eine erfolgreiche Replikation des 
Erregers - mit der späteren Freisetzung von infektiösen Nachkommen und nachfolgenden 
Infektionen in der neuen Spezies - verhindern bzw. Veränderungen (z.B. Mutationen) seitens 
des Erregers erfordern (Zhang et al., 2006). Davon betroffen sind sämtliche Phasen des 
Vermehrungszyklus eines Erregers (Replikation des Genoms, Expression der 
erregerspezifischen Gene, Morphogenese und Erregerfreisetzung) und auch das 
Immunsystem der Wirtsspezies hat einen Einfluss (Hengel et al., 2005; Song et al., 2005; 





Der Eintritt in die Zelle einer neuen Spezies stellt für ein Virus das erste Hindernis im 
Rahmen der Speziesbarriere dar und umfasst sowohl die Bindung (Adsorption) an ein 
geeignetes Rezeptormolekül als auch das Überwinden der Plasmamembran, was bei 
membranumhüllten Viren die Fähigkeit zur Fusion von viraler und zellulärer Membran 
erfordert. Aufgrund der Tatsache, dass im Rahmen dieser Arbeit hauptsächlich der Eintritt 
von verschiedenen membranumhüllten RNS-Viren in Säugetierzelllinien untersucht wurde, 
wird in diesem Abschnitt der Fokus auf die Rolle der Speziesbarriere während der Phase des 
Viruseintritts erläutert. 
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Bindung an einen zellulären Rezeptor 
Der Viruseintritt beruht zunächst auf dem Vorhandensein eines geeigneten 
Rezeptormoleküls für die Anheftung eines Virus an eine Zielzelle. Es ist nachvollziehbar 
dass Viren, welche an sehr speziesspezifische Rezeptormoleküle - d.h. Rezeptormoleküle, 
die eine sehr geringe phylogenetische Konservierung besitzen - binden, im Vergleich zu 
Viren, die Rezeptormoleküle mit hoher phylogenetischer Konservierung oder weit verbreitete 
Rezeptormoleküle verwenden, eine deutlich geringere Wahrscheinlichkeit besitzen (ohne 
genetische Veränderungen) eine neue Spezies zu infizieren. Als Beispiel für ein 
zoonotisches Virus, welches ein Rezeptormolekül mit einer hohen phylogenetischen 
Konservierung verwendet, sei das Nipah-Virus (NiV) erwähnt (Abbildung 6), dessen 
zellulärer Rezeptor, das Ephrin-B2, aufgrund seiner wichtigen Rolle bei der Embryogenese 
z.B. zwischen Mensch und Flughund zu 95 % identisch ist (Bossart et al., 2008).  
 
 
Abbildung 6: Faktoren, die bei der Adaptation des Viruseintritts von ausgewählten, 
zoonotischen Viren in humane Zellen eine Rolle spielten. 
Für eine erfolgreiche und produktive Infektion einer neuen Spezies müssen Viren zunächst den 
Viruseintritt im neuen Wirt vollziehen, was mit der Anheftung an ein geeignetes Rezeptormolekül 
beginnt. Beim Nipah-Virus (NiV), welches sein natürliches Reservoir in Flughunden hat, ermöglichte 
die hohe phylogenetische Konservierung des Rezeptormoleküls die Infektion von Schweinen und 
Menschen (links). Im Gegensatz dazu war beim SARS-CoV (mitte), das sein Reservoir in Fledermäusen 
besitzt, zunächst eine Adaptation in einem Zwischenwirt (Zibetkatze) nötig, um effizient an humane 
Zellen zu adsorbieren. Auch bei aviären Influenza A-Viren (aviäre FLUAV) ist oftmals ein 
Adaptationsprozess in einem Zwischenwirt (Schwein) nötig, jedoch können einzelne Virusstämme 
aufgrund ihres breiteren Wirtsspektrums auch direkt den Menschen infizieren (rechts). 
 
 
Für SARS-CoV konnte gezeigt werden, dass die Infektiösität in verschiedenen Wirtsspezies 
mit der Bindungsaffinität des viralen Spike Glykoproteins (S), genauer gesagt der 
rezeptorbindenden Domäne (RBD) des S-Proteins, an das ACE2-Molekül der Zielzelle 
korreliert (Moore et al., 2004; Li et al., 2005b; Qu et al., 2005). Es konnte zudem in 
Infektionsversuchen gezeigt werden, dass transgene Mäuse welche hACE2 exprimierten, 
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durch SARS-CoV infizierbar waren, eine Replikation des SARS-CoV unterstützen und an 
den Folgen der Infektion verstarben (McCray et al., 2007; Tseng et al., 2007). Diese 
Ergebnisse lassen darauf schließen, dass für SARS-CoV (und wahrscheinlich auch SARSr-
CoV) die Interaktion mit dem zellulären Rezeptor beim Viruseintritt die größte Hürde für 
einen Wirtswechsel ist. Zusätzlich dazu wird angenommen dass eine Adaptation des SARS-
CoV-S in der Zibetkatze (Abbildung 6) letztendlich zu einer effizienten Infektion des 
Menschen führte (Li et al., 2005a; Sheahan et al., 2008): 
 
Influenza A-Viren verwenden Sialinsäuren für die Anheftung an die Zelloberfläche. 
Sialinsäuren werden z.B. an wachsenden Zuckerketten bei der Glykosylierung von 
Membranproteinen angefügt (post-translationale Modifikationen) und sind weit verbreitet. 
Verschiedene FLUAV-Stämme besitzen unterschiedlich stark ausgebildete Präferenzen für 
die Bindung an Sialinsäuren mit einem bestimmten Verknüpfungstyp. Aviäre FLUAV binden 
i.d.R. bevorzugt an alpha-2,3-verknüpfte Sialinsäuren, während humane FLUAV 
hauptsächlich an alpha-2,6-verknüpfte Sialinsäuren binden können (Matrosovich et al., 
2004). Durch die Infektion von Schweinen, welche in ihrer Lunge sowohl alpha-2,3- als auch 
alpha-2,6-verknüpfte Sialinsäuren besitzen (Abbildung 6) ist es möglich, dass sich aviäre 
FLUAV durch Mutationen im Hämagglutinin (HA), ihrem rezeptorbindenden Protein, 
sukzessive an die Bindung an den „humanen Rezeptor“ adaptieren (Ito et al., 1998; Suzuki 
et al., 2000). Zusätzlich dazu besitzen die HA mancher aviären FLUAV auch eine 
ausreichende Bindungsaffinität an alpha-2,6-verknüpfte Sialinsäuren und können daher 
direkt an humane Zellen binden (Belser et al., 2008; Zhou et al., 2012; Ramos et al., 2013). 
Für eine produktive Replikation in humanen Zellen benötigen aviäre FLUAV allerdings 
zusätzlich noch Modifikationen in weiteren viralen Proteinen, z.B. um effizient mit zellulären 
Proteinen zu interagieren (Gabriel et al., 2005; Bussey et al., 2010; Manz et al., 2012). 
 
 
Membranfusion von umhüllten Viren 
Neben der Anheftung an ein zelluläres Rezeptormolekül stellt das Überwinden der 
Plasmamembran ein weiteres Hindernis für Viren dar. So müssen z.B. umhüllte Viren die 
Fusion ihrer eigenen Membranhülle mit der Plasma- oder anderen zellulären Membranen 
gewährleisten, damit ihr Genom für die Transkription und Replikation ins Zellinnere gelangt. 
Für diesen wichtigen Schritt des Viruseintritts haben Viren eine Vielzahl an verschiedenen 
Strategien (Abbildung 7) entwickelt (Backovic und Jardetzky, 2011; Smit et al., 2011; 
Belouzard et al., 2012; Luo, 2012; Miller und Chandran, 2012; Bossart et al., 2013; 
Lindemann et al., 2013; Modis, 2013). 
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Abbildung 7: Strategien verschiedener membranumhüllter Viren bei der Membranfusion. 
Während dieser Arbeit wurden verschiedene membranumhüllte RNS-Viren verwendet, welche 
unterschiedliche Strategien verwenden, um eine Fusion von viraler und Wirtszellmembran zu bewirken 
und so das virale Genom in das Zytoplasma zu schleusen. (A) Bei Influenza A-Viren (FLUAV) 
unterscheidet man solche, welche ein monobasisches Spaltmotiv (-R-) im Hämagglutinin (HA) 
besitzen und z.B. durch Trypsin aktiviert werden von solchen, welche stattdessen ein multibasisches 
Spaltmotiv (-R-X-K/R-R) haben und durch proteolytische Spaltung von Furin aktivierbar sind. Während 
bei Letzteren die proteolytische Aktivierung bei der Virusvermehrung im Inneren der produzierenden 
Zelle stattfindet, erfolgt bei FLUAV mit einem monobasischen Spaltmotiv die Aktivierung durch 
extrazelluläre Proteasen (i.d.R. in der Lunge). In beiden Fällen benötigen die HA noch einen zweiten 
Aktivierungsschritt um das Genom ins Zytoplasma der Zelle zu entlassen. Dies geschieht durch den 
sauren pH-Wert in den Endosomen nach rezeptorvermittelter Endozytose, wodurch das HA seine 
Konformation ändert und die Fusion vermitteln kann. (B) Innerhalb der Familie der Paramyxoviridae 
existieren verschiedene Strategien zur Membranfusion: Während z.B. das respiratorische 
Synzytialvirus (RSV) nach erfolgreicher Infektion sofort ein (durch Furin) proteolytisch-aktiviertes 
Fusionsprotein (F) für die Knospung vorfindet und die Fusion an der Plasmamembran stattfinden kann 
(zudem gibt es Hinweise für eine zusätzlichen Mechanismus, bei dem die Fusion in Endosomen 
stattfindet), muss das F-Protein des Nipah-Virus (NiV) zunächst noch infolge eines Recyling-
Prozesses in den Endosomen durch Cathepsine aktiviert werden. Im Zuge einer nachfolgenden 
Infektion wird NiV durch Endozytose (oder Makropinozytose) aufgenommen und das proteolytisch 
aktivierte F-Protein kann die Membranfusion vermitteln. (C) Beim Ebolavirus (EBOV) besitzen 
neugebildete Viruspartikel ein nicht-aktiviertes Glykoprotein (GP), welches erst nach der 
Rezeptorbindung und anschließender Endozytose (oder Makropinozytose) durch endosomale 
Proteasen (z.B. Cathepsin-B und -L) aktiviert wird und so erst die Membranfusion ermöglicht. (D) Das 
Virus der vesikulären Stomatitis (VSV) verfolgt eine ähnliche Strategie, nur dass hier keine Protease 
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sondern der saure pH-Wert das Glykoprotein (G) aktiviert, welches durch eine anschließende 
Konformationsänderung fusogene Eigenschaften erlangt. (E) Für das SARS-assoziierte Coronavirus 
(SARS-CoV) gibt es mehrere Wege, welche für die - zunächst mit einem inaktiven Spike Glykoprotein 
(S) - freigesetzten Partikel zur Membranfusion führen. Bei der endosomalen Route wird SARS-CoV 
nach Rezeptorbindung durch Endozytose aufgenommen und das S-Protein innerhalb der Endosomen 
durch Cathepsin-L aktiviert, wodurch es seine Fusogenität erlangt. Zusätzlich dazu können 
extrazelluläre Proteasen (z.B. HAT und TMPRSS2) das S-Protein bereits außerhalb der Zielzelle bei 
der Rezeptorbindung aktivieren, wodurch eine Fusion schon an der Plasmamembran stattfinden kann. 
 
 
Um die Fusion von viraler und zellulärer Membran durchzuführen, besitzen Viren 
spezialisierte Proteine in ihrer Hülle, sogenannte Fusionsproteine. Diese Proteine sind über 
eine Transmembrandomäne (TD) in die virale Hülle verankert, inserieren während der 
Infektion zudem über ihr Fusionspeptid (FP) in die zelluläre Membran der Wirtszelle und 
generieren durch eine Konformationsänderung die nötige Energie, um die beiden 
Membranen zu fusionieren. Die Membranfusion führt zur Ausbildung eine Pore, durch die 
das virale Genom anschließend ins Zellinnere gelangen kann (Plemper, 2011). Virale 
Fusionsproteine werden entsprechend ihrer Architektur und Funktionsweise in verschiedene 
Klassen (Klasse-I, -II oder -III Fusionsproteine) unterteilt (Harrison, 2008; Backovic und 
Jardetzky, 2011; Modis, 2013) und je nach Virus besitzt ein solches Fusionsprotein lediglich 
die Fähigkeit für die Membranfusion (z.B. FLUAV-HA oder NiV-F) oder ist zusätzlich noch für 
die Bindung an den zellulären Rezeptor (z.B. SARS-CoV-S, EBOV-GP oder VSV-G) 
verantwortlich (Roberts et al., 1999b; Belouzard et al., 2012; Luo, 2012; Miller und Chandran, 
2012; Bossart et al., 2013).  
 
Ein virales Fusionsprotein muss für den Fusionsprozess i.d.R. noch proteolytisch aktiviert 
werden, um das im Inneren des Proteins lokalisierte FP freizulegen. Eine solche 
proteolytische Aktivierung kann entweder während der Proteinsynthese in der Virus-
produzierenden Zelle (z.B. FLUAV-HA mit einer multibasischen Spaltstelle oder NiV-F) oder 
aber beim Viruseintritt (z.B. SARS-CoV-S) geschehen (Rott et al., 1995; Simmons et al., 
2005; Diederich et al., 2008; Simmons et al., 2011). 
 
Ein weiterer wichtiger Faktor ist die (für die Fusion nötige) Konformationsänderung des 
Fusionsproteins, für die es unter den Viren ebenfalls verschiedene Wege gibt (Abbildung 7):  
(i) Bei FLUAV führt die Bindung des (bereits proteolytisch aktivierten) HA an die 
Zelloberfläche einer neuen Wirtszelle zur rezeptorvermittelten Endozytose, was zur Folge 
hat, dass das Virus anschließend in Endosomen vorliegt. Das saure Milieu der Endosomen 
bewirkt nun eine Konformationsänderung des HA, wodurch dieses die Fusion von viraler und 
endosomaler Membran vermitteln kann (Luo, 2012). (iii) Für die Fusion der Virushülle des 
NiV mit zellulären Membranen ist die erforderliche Konformationsänderung seines F-Proteins 
hingegen von der Bindung des G-Proteins an den zellulären Rezeptor abhängig. Diese 
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Bindung überträgt einen Impuls auf das F-Protein, wodurch dieses seine fusogene 
Konformation erlangt (Aguilar und Iorio, 2012; Chang und Dutch, 2012). (iii) Beim EBOV 
muss das GP zunächst während des Viruseintritts proteolytisch aktiviert werden, bevor es 
die Fusion vermitteln kann. Auch hier führt die Anheftung an die Zielzelle zu einer 
rezeptorvermittelten Endozytose, die das Virus in Endosomen vorliegen lässt. Hier hat das 
saure Milieu jedoch einen indirekten Einfluss auf die Konformationsänderung. Zelluläre 
Cathepsine, deren proteolytische Aktivität einen sauren pH-Wert benötigt, spalten in den 
Endosomen das EBOV-GP, wodurch dieses an einen weiteren zellulären Rezeptor binden 
und die nötige Konformationsänderung durchlaufen kann (Hofmann-Winkler et al., 2012; 
Miller und Chandran, 2012). (iv) Im Falle des SARS-CoV existieren mehrere Wege um die 
Fusion mit Membranen der Wirtszelle zu vollziehen, wobei zunächst jeweils die Bindung an 
den zellulären Rezeptor erfolgen muss. Das SARS-CoV-S wird erst bei Viruseintritt 
proteolytisch aktiviert. Eine solche Aktivierung kann entweder nach rezeptorvermittelter 
Endozytose in den Endosomen (aufgrund des sauren Milieus) durch Cathepsin-L stattfinden, 
was zur Fusion von viraler und endosomaler Membran führt, oder bereits durch 
extrazelluläre Proteasen (z.B. TMPRSS2 oder HAT) erfolgen. In letzterem Szenario kann 
eine Fusion mit der Plasmamembran der Wirtszelle vollzogen und so das virale Genom ins 





1.3.1 Allgemeine Informationen und taxonomische Einordnung 
 
Influenza A-Viren (FLUAV) gehören zum Genus Influenza A Virus innerhalb der Familie der 
Orthomyxoviridae, die selbst keiner Virus-Ordnung zugeteilt ist (Abbildung 8). Als weitere 
Genera innerhalb dieser Familie existieren noch Influenza B Virus, Influenza C Virus, 
Isavirus, Quaranjavirus und Thogotovirus. Es handelt sich um membranumhüllte Viren mit 
einem einzelsträngigen, segmentierten RNS-Genom von negativer Polarität (Cheung und 
Poon, 2007). FLUAV traten erstmals zu Beginn des 19. Jahrhunderts in Erscheinung als 
italienische Wissenschafler die sogenannte fowl plague Krankheit (Geflügelpest) auf ein 
ultrafiltrierbares Agens zurückführten (Centanni und Savonuzzi, 1901). Es dauerte jedoch 
noch mehr als 50 Jahre, bis das fowl plague Virus (FPV) als ein aviäres FLUAV identifiziert 
wurde (Schäfer, 1955). Je nach Pathogenität werden aviäre FLUAV in niedrig- oder hoch-
pathogene Viren (low pathogenic avian influenza A viruses, LPAI bzw. high pathogenic avian 
influenza A viruses, HPAI) unterteilt (Alexander, 2000b).  
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Abbildung 8: Schematischer Überblick über die Familie der Orthomyxoviridae. 
 
 
Bisher konnten FLUAV neben Vögeln und Menschen noch aus verschiedenen anderen 
Tierspezies - z.B. Schweine, Pferde und Meeressäuger - isoliert werden (Horimoto und 
Kawaoka, 2005), wobei durch phylogenetische Analysen gezeigt werden konnte, dass alle 
Spezies von denen FLUAV isoliert werden konnten, eigene FLUAV-Stämme besaßen, deren 
Ursprung höchstwahrscheinlich auf FLUAV aus Wasservögeln zurückzuführen ist (Webster 
et al., 1992). Man gruppiert FLUAV in verschiedene Subtypen, was aufgrund ihrer 
Hauptantigene, dem Hämagglutinin (HA) und der Neuraminidse (NA), erfolgt. Zurzeit sind 
sechzehn verschiedene HA- (H1-16) und neun verschiedene NA-Subtypen (N1-9) anerkannt 
(Laver et al., 1984; Fouchier et al., 2005; Cheung und Poon, 2007). Jeder dieser HA- bzw. 
NA-Subtypen konnte in Wasservögeln nachgewiesen werden, welche i.d.R. keine Symptome 
einer Infektion zeigen, was ihre Rolle als natürliches Reservoir für FLUAV weiter 
unterstreicht (Ito und Kawaoka, 1995; Horimoto und Kawaoka, 2005). Für den Menschen 
besteht jedoch eine gewisse Restriktion in Bezug auf FLUAV-Infektionen. So konnten bisher 
nur Viren vom Subtyp H1N1, H2N2, H3N2, H5N1, H7N7 und H9N2 aus Menschen isoliert 
werden (Claas et al., 1998; Subbarao et al., 1998; Yuen et al., 1998; Guan et al., 1999; Lamb 
und Krug, 2001; Guan et al., 2003a; Nicholson et al., 2003; Fouchier et al., 2004).  
 
Aviäre FLUAV-Stämme sind für bedeutende wirtschaftliche Verluste in der 
Nutzgeflügelindustrie verantwortlich und Ausbrüche werden i.d.R. durch das Vernichten 
(Keulen) von ganzen Geflügelbeständen bekämpft (Chan, 2002; Capua und Marangon, 
2003; Farrell, 2006; Gerritzen et al., 2006; Songserm et al., 2006). 
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In der menschlichen Bevölkerung kommt es saisonal (v.a. vermehrt in den Wintermonaten) 
zu Infektionen mit FLUAV (Sakai et al., 2004; Alonso et al., 2007; Fleming und Elliot, 2008; 
Chlibek et al., 2010; Soebiyanto et al., 2010), welche besonders bei älteren und 
immungeschwächten Personen, schwere bis tödlich verlaufende Erkrankungen auslösen 
können (Fleming und Elliot, 2005; Reichert, 2005; Nicoll et al., 2008; Sebastian et al., 2008). 
Basierend auf epidemiologischen Daten wird jedes Jahr ein trivalenter Impfstoff hergestellt, 
der einen Schutz vor zwei FLUAV-Stämmen (Subtyp H1N1 und H3N2) und einen Influenza 
B-Virus-Stamm vermittelt, für die angenommen wird, dass für sie ein erhöhtes 
Infektionsrisiko besteht (CDC, 2009a; Fiore et al., 2009; Clark und Lynch, 2011; Verma et al., 
2012). (Bestätigte) Pandemische FLUAV-Infektionen wurden seit 1580 registriert (Pyle, 
1986). Zu den Jüngsten zählen u.a. die Spanische-Grippe (1918 bis 1920, Subtyp H1N1), 
die Asiatische-Grippe (1957, Subtyp H2N2), die Hongkong-Grippe (1968, Subtyp H3N2) und 
die Russische-Grippe (1977/78, Subtyp H1N1), von denen v.a. die Spanische-Grippe 
weltweit viele Millionen Todesfälle gefordert hat (Webster et al., 1992; Lamb und Krug, 2001; 
Cheung und Poon, 2007).  
 
FLUAV sind wie viele andere RNS-Viren genetisch sehr variabel (Palese und Young, 1982; 
Lopez-Galindez et al., 1988; Meek et al., 1989; Scholtissek, 1995; Moya et al., 2000; 
Sullender, 2000; Alejska et al., 2001; Stewart et al., 2001; Figlerowicz et al., 2003). Sie 
besitzen die Fähigkeit zur Veränderung der genetischen Information (insbesondere der 
Hauptantigene HA, NA und M2), was man auch als antigenic drift bezeichnet und oftmals als 
Folge eines Selektionsdrucks, beispielsweise durch antivirale Medikamente 
(Neuraminidasehemmer, Blocker des M2-Ionenkanals) geschieht (Verhoeyen et al., 1980; 
Shimizu, 2000). Zusätzlich dazu besteht aufgrund der Natur des segmentierten FLUAV-
Genoms die Möglichkeit, dass es infolge der Co-Infektion einer Zelle durch verschiedene 
FLUAV-Stämme zum Austausch von Genom-Segmenten und der Entstehung neuer FLUAV-
Stämme (Reassortanten) kommt, welche Hybriden aus den parentalen FLUAV-Stämmen 
darstellen. Dieser Vorgang wird auch antigenic shift genannt (Webster et al., 1977; Shimizu, 
2000). Schweine nehmen im Bezug auf den antigenic shift eine besondere Position ein, da 
sie in ihrem Respirationstrakt sowohl alpha-2,3- (Rezeptor für aviäre FLUAV) als auch alpha-
2,6-verknüpfte Sialinsäuren (Rezeptor für humane FLUAV) besitzen (Ito et al., 1998; Suzuki 
et al., 2000) und somit die Möglichkeit besteht, dass es infolge einer Co-Infektion mit einem 
aviären und einem humanen FLUAV-Stamm zur Bildung von Reassortanten kommen kann, 
die eventuell eine erhöhte Pathogenität für den Menschen und ein pandemisches Potential 
besitzen (Yasuda et al., 1991; Webster et al., 1995; Ma et al., 2008; Khiabanian et al., 2009; 
Ma et al., 2009; Vittecoq et al., 2012). 
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1.3.2 Virusaufbau und Genomstruktur 
 
FLUAV (Abbildung 9) sind umhüllte Viren, deren Membranhülle von der Plasmamembran der 
Wirtszelle abstammt. Ihre Form ist variabel und reicht von kleinen sphärischen, bis hin zu 
langen filamentösen Partikeln, deren Durchmesser 80 bis 120 nm erreichen kann (Enami 
und Enami, 1996; Roberts und Compans, 1998; Cheung und Poon, 2007). Das Genom der 
FLUAV hat eine Größe von etwa 13.600 nt und besteht aus einzelsträngiger RNS von 
negativer Polarität, die in Form von acht Segmenten vorliegt (Tabelle 3), welche jeweils mit 
vielen Kopien des Nukleoproteins (NP) komplexiert (Kobayashi et al., 1994; Albo et al., 1995) 
und mit dem FLUAV-Polymerasekomplex - bestehend aus den drei Polymeraseproteinen 
PB1, PB2 und PA - assoziiert ist (Murti et al., 1988; Klumpp et al., 1997). Zusammen bilden 
sie den Ribonukleoproteinkomplex, RNP (Lamb und Choppin, 1983). Das NP ist neben der 
Verpackung der Genom-Segmente noch an der Regulation des Umschaltprozesses von der 
Transkription der viraler mRNS auf den Replikationsmodus beteiligt (Huang et al., 1990; 




Abbildung 9: Schematischer Aufbau eines Influenza A-Virus. 
Das virale Genom (einzelsträngige, segmentierte RNS mit negativer Polarität) ist mit vielen Kopien 
des Nukleoproteins (NP) verpackt und mit den Proteinen des Polymerasekomplexes (PB1, PB2 und 
PA) assoziiert. Zusätzlich befindet sich im Inneren des Viruspartikels noch das nuclear export Protein 
(NEP). Die Innenseite der Virusmembran, welche von der Plasmamembran der Wirtszelle abstammt, 
ist mit einer Schicht aus Matrixproteinen (M1) ausgekleidet. In die Virushülle eingelagert befinden sich 
drei virale Proteine, der M2-Ionenkanal (M2), das für Rezeptorbindung verantwortliche Hämagglutinin 
(HA) sowie die Neuraminidase (NA), welche von großer Bedeutung bei der Virusfreisetzung ist. 
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Die Bestandteile des Polymerasekomplexes (PB1, PB2 und PA) sind, neben dem NP, die 
essentiellen Komponenten bei der Trankription und Replikation von FLUAV (Huang et al., 
1990; Perales und Ortin, 1997; Honda et al., 2002). Sie vermitteln sowohl die Initiierung 
(PB2), das Übertragen von zellulären 5’-Cap Strukturen (PB2 und PA) und die Elongation 
(PB1) bei der Synthese von viralen mRNS (Krug et al., 1979; Plotch et al., 1979; Blaas et al., 
1982b; Romanos und Hay, 1984; Webster et al., 1992). Zusätzlich dazu befindet sich bei 
manchen FLUAV-Stämmen noch ein weiterer Leserahmen im Segment 2 (PB1), welcher für 
ein Nicht-Strukturprotein kodiert (das PB1-F2), das ein Pathogenitätsfaktor ist und als 
Antagonist zum Wirts-Immunsystem wirkt (Chen et al., 2001; Lamb und Takeda, 2001; Sethi, 
2002; Zamarin et al., 2005; Zamarin et al., 2006; McAuley et al., 2007; Dudek et al., 2011). 
Seine Präsenz steht im Zusammenhang mit schweren Krankheitsverläufen infolge von 
(bakteriellen) Sekundärinfektionen (Coleman, 2007; Conenello und Palese, 2007; McAuley et 
al., 2007). 
 
An der Innenseite der Virushülle befindet sich eine Schicht des Matrixproteins (M1). Es 
interagiert mit den RNP-Komplexen und spielt eine bedeutende Rolle bei der Freisetzung 
des viralen Genoms während der Infektion, dem Export von neugebildeten RNPs aus dem 
Zellkern sowie bei der Verpackung neuer FLUAV-Partikel bei der Virusreifung (Ruigrok et al., 
1989; Martin und Helenius, 1991a; Webster et al., 1992; Bui et al., 2000; Ruigrok et al., 
2000). Zusätzlich dazu spielt es eine bedeutende Rolle bei der Enstehung von filamentösen 
FLUAV-Partikeln (Elleman und Barclay, 2004).  
Ebenfalls innerhalb des Viruspartikels befindet sich in geringer Konzentration das nuclear 
export Protein, NEP (Richardson und Akkina, 1991; Yasuda et al., 1993). Lange Zeit wurde 
angenommen dass dieses Protein ein Nicht-Strukturprotein sei, was nur in infizierten Zellen 
gebildet wird und eine Rolle bei der Replikation spielt (Yasuda et al., 1993; Ward et al., 1995; 
O'Neill et al., 1998; Neumann et al., 2000). Es erhielt daher in Anlehnung an das Nicht-
Strukturprotein 1 (NS1) - welches nur in infizierten Zellen vorkommt und regulierende 
Eigenschaften in Bezug auf die Expression von zellulären und viralen Proteinen (Shapiro et 
al., 1987; Alonso-Caplen et al., 1992; Fortes et al., 1994; Qiu und Krug, 1994; de la Luna et 
al., 1995), sowie eine antagonisierende Wirkung gegen das Immunsystem der Wirtszelle 
(Inhibition der Aktivierung der Proteinkinase R, PKR) besitzt (Lu et al., 1995; Wang et al., 
2000; Salvatore et al., 2002; Li et al., 2004b; Solorzano et al., 2005; Ehrhardt et al., 2010) -  
zunächst die Bezeichnung NS2. 
 
In die Virushülle von FLUAV eingelagert befinden sich drei verschiedene, viruskodierte 
Proteine, das Hämagglutinin (HA), die Neuraminidase (NA) und der M2-Ionenkanal (Webster 
et al., 1992; Lamb und Krug, 2001):  










Teil des Polymerasekomplexes, Interaktion des Polymerasekomplexes, 
Elongation der neusynthetisierten viralen mRNS und viralen Genom-Segmente 
 
Antagonist des Wirtszell-Immunsystems (nicht bei allen FLUAV-Stämmen 
vorhanden) 
3 PA Teil des Polymerasekomplexes, Transport der RNPs in den Zellkern 
4 HA Rezeptorbindung (Wirtstropismus), Membranfusion 
5 NP Verpackung der viralen Genom-Segmente, Umschalten von Transkription auf Replikation 







Interaktion mit RNPs und viralen Genom-Segmenten bei der Genom-Freisetzung 
(Disassembly) und Verpackung von neugebildeten RNPs (Assembly), 
Regulation des Transports von RNPs in und aus dem Zellkern, Bildung von 
neuen FLUAV-Partikeln (Morphogenese) und Freisetzung (Budding) 
 
Ermöglicht die Dissoziation von RNPs bei der Infektion, Stabilisierung von 






Regulator von viraler und zellulärer Proteinexpression, Antagonist des Wirtszell-
Immunsystems (Proteinkinase R, PKR) 
 
Export von viralen RNPs aus dem Zellkern 
Tabelle 3: FLUAV Genom-Segmente und die Funktionen ihrer Genprodukte. 
Übersicht der acht Genom-Segmente von FLUAV mit ihren kodierten Genprodukten. Während 
Strukturproteinen (Fett gedruckt) auch in freien FLUAV-Partikeln nachgewiesen werden können, 
kommen Nicht-Strukturproteine (kursiv) nur in infizierten Zellen vor. 
 
 
Bei dem HA handelt es sich um ein Typ-I Transmembranprotein und es ist für die Infektiösität 
von FLUAV von großer Bedeutung, da es sowohl die Bindung an die Sialinsäure-tragenden 
Glykoproteine und / oder - lipide als auch die Fusion von viraler und zellulärer Membranen 
vermittelt (Skehel und Wiley, 2000). Es liegt als Homotrimer vor (Basler, 2007) und die 
Aminosäurese-Komposition seiner rezeptorbindenden Einheit, welche eine „Tasche“ formt, 
reguliert die Rezeptorspezifität (Connor et al., 1994; Vines et al., 1998), die für aviäre 
Stämme bei alpha-2,3- und bei humanen Stämmen bei alpha-2,6-verknüpften Sialinsäuren 
liegt (Rogers und Paulson, 1983; Rogers et al., 1983; Connor et al., 1994; Vines et al., 1998; 
Lamb und Krug, 2001). Infolge einer Infektion wird das HA als inaktives Vorläuferprotein 
(HA0) synthetisiert, welches post-translational durch zelluläre Proteasen in die beiden 
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Untereinheiten HA1 und HA2 gespalten wird, die über Disulfidbrücken miteinander verbunden 
sind (Klenk und Rott, 1973; Lazarowitz et al., 1973a; Lazarowitz et al., 1973b; Lamb und 
Krug, 2001). Die Art der proteolytischen Aktivierung hat dabei großen Einfluss auf die 
Pathogenität der FLUAV-Stämme (Rott et al., 1995; Lamb und Krug, 2001). So können 
Stämme, welche ein HA mit einem monobasischen Spaltmotiv (-R-) besitzen, v.a. von 
Proteasen aktiviert werden, die in der Lunge vorkommen (trypsin-ähnliche Proteasen, 
TMPRSS2), was die Infektion auf dieses Organ beschränkt (Bottcher et al., 2006; Chaipan et 
al., 2009; Bertram et al., 2010; Bottcher-Friebertshauser et al., 2010). Im Gegensatz dazu 
können HA mit einem multibasischen Spaltmotiv (-R-X-K/R-R-) bereits in der infizierten Zelle 
durch intrazelluläre Proteasen wie Furin aktiviert werden (Garten et al., 1991; Vey et al., 
1992; Horimoto und Kawaoka, 1994; Horimoto et al., 1994; Okumura et al., 2010). Solche 
FLUAV-Stämme können daher systemische Infektionen hervorrufen und werden als hoch-
pathogen angesehen (Rott, 1992; Vey et al., 1992; Cheung und Poon, 2007; Qi et al., 2009; 
Munster et al., 2010; Schrauwen et al., 2012; Suguitan et al., 2012). Um die Membranfusion 
zu vermitteln muss das Hämagglutinin nach erfolgter Rezeptorbindung noch eine 
Konformationsänderung durchführen, was durch das saure Millieu in den Endosomen nach 
Endozytose geschieht (Skehel et al., 1982). 
 
Die NA der FLUAV ist ein weiteres wichtiges Antigen in FLUAV-Partikeln. Es handelt sich um 
ein Typ-II Transmembranprotein, welches als Homotetramer vorliegt (Hausmann et al., 1997; 
Lamb und Krug, 2001; Cheung und Poon, 2007). Während das HA seine wichtigste Rolle 
beim Viruseintritt spielt, hat die NA eine wichtige Funktion bei der Freisetzung von 
neugebildeten FLUAV-Partikeln. Es besitzt rezeptorzerstörende Eigenschaften und ist in der 
Lage endständige Sialinsäuren von Glykoproteinen und Glykolipiden abzuspalten (Tess und 
Kempf, 1963; Corfield et al., 1981; Els et al., 1989). Diese Eigenschaft verhindert eine 
sofortige Bindung von neugebildeten FLUAV an bereits infizierte Zellen und sorgt so für eine 
verbesserte Virusverbreitung (Palese et al., 1974; Palese und Compans, 1976; Webster et 
al., 1992; Zambon, 1999; Lamb und Krug, 2001; Nicholson et al., 2003; Cheung und Poon, 
2007). Zudem spielt es eine Rolle bei der Neurovirulenz von einigen FLUAV-Stämmen (Li et 
al., 1993). 
 
Das dritte virale Membranprotein ist der M2-Ionenkanal (M2). Es ist ein Typ-III 
Membranprotein, welches als Homotetramer vorliegt und die Funktion eines Ionenkanals 
besitzt (Lamb et al., 1985; Holsinger und Lamb, 1991; Pinto et al., 1992; Sakaguchi et al., 
1997). Diese Eigenschaft erlaubt es FLUAV, welche infolge einer Infektion und der darauf 
folgenden Aufnahme in Endosomen in einem sauren Millieu vorliegen, Wasserstoffprotonen 
in das Innere des FLUAV-Partikels zu transportieren und dort so den pH-Wert zu senken. 
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Dies ist für die nachfolgende Replikation der FLUAV von großer Bedeutung, da es zur Folge 
hat, dass sich die viralen RNPs vom M1 lösen und dadurch ihr Import in den Nukleus 
gewährleistet wird (Martin und Helenius, 1991a; Martin und Helenius, 1991b; Bui et al., 
2000). Zusätzlich dazu gibt es Hinweise darauf, dass der M2-Ionenkanal die native Form von 
HA in den sauren Golgi-Vesikeln während des intrazellulären Transports stabilisiert 
(Takeuchi und Lamb, 1994) und an der Ausbildung von filamentösen Partikel-Morphologien 
beteiligt sein kann (Roberts et al., 1998b). 
 
 
1.3.3 Replikation von Influenza A-Viren 
 
Die Infektion durch FLUAV beginnt mit der Anheftung der Viruspartikel an eine Zielzelle. Dies 
geschieht über die Interaktion des FLUAV-HA mit enständigen Sialinsäuren auf 
Glykoproteinen und -Glykolipiden (Kathan et al., 1961; Palese und Compans, 1976; Carroll 
et al., 1981; Basler, 2007; Samji, 2009). Nach anschließender Endozytose führt das saure 
Millieu in den Endosomen dazu, dass das HA seine fusogene Konformation bildet und durch 
Fusion der viralen und endosomalen Membranen gelangen die viralen RNPs in das 
Zytoplasma (Huang et al., 1980; Maeda et al., 1981; White et al., 1982). Zuätzlich dazu 
transportiert der M2-Ionenkanal Wasserstoffprotonen in das Innere des Viruspartikels, 
wodurch die Interaktion zwischen den RNPs und den M1-Proteinen gelöst wird, was 
wiederum zur Folge hat, dass die Kernlokalisationssignale der RNPs freigesetzt werden und 
diese nach dem Entlassen in das Zytoplasma in den Zellkern gelangen können (Avery, 1974; 
Kelly et al., 1974; Barry, 1975; Krug und Soeiro, 1975; Stephenson und Dimmock, 1975; 
Basler, 2007; Samji, 2009). 
 
Im Zellkern kommt es sowohl zur Transkription von viralen mRNS, als auch zur Replikation 
der viralen Genome. Bei der Transkription werden durch den Polymerasekomplex (PB1, PB2 
und PA), in Verbindung mit dem NP, mRNS aus der Vorlage der (in negativer Polarität 
vorliegenden) FLUAV-Genome synthetisiert und zudem durch einen sogenannten cap-
snatching Mechanismus mit den 5’-Cap Strukturen von zellulären mRNS versehen (Bouloy 
et al., 1978; Plotch et al., 1978; Plotch et al., 1979; Blaas et al., 1982a). Die fertigen mRNS 
verlassen den Zellkern und dienen als Ausgangsmaterial für die Proteinsynthese. Der 
Polymerasekomplex ist ebenfalls für die Vermehrung der viralen Genome verantwortlich, 
wofür zunächst Kopien der FLUAV-Segmente mit positiver Polarität gebildet werden, welche 
nachfolgend als Matrizen für die neu-zu-synthetisierenden Genom-Segmente dienen   
(Assadullaeff et al., 1975; Huang et al., 1990; Perales und Ortin, 1997; Mikulasova et al., 
2000; Honda et al., 2002). 
Einleitung  33 
 
Während die drei Membranproteine der FLUAV (HA, NA und M2) über den sekretorischen 
Signalweg - wobei das HA und das NA noch Glykosylierungen erhalten (Gallagher et al., 
1988; Hogue und Nayak, 1992; Daniels et al., 2003; Blake et al., 2009; Sun et al., 2013a) - 
zur Plasmamembran transportiert werden, wo abschließend der Zusammenbau der 
Viruspartikel (Assembly) und die Virusknospung stattfinden (Rodriguez Boulan und 
Pendergast, 1980; Ali et al., 2000; Mora et al., 2002; Nayak et al., 2004; Nayak et al., 2009; 
Veit und Thaa, 2011), werden die neugebildeten Proteine des Polymerasekomplexes (PB1, 
PB2 und PA) sowie das NP, NS1, NEP, (PB1-F2) und M1 in den Zellkern transportiert. Dabei 
sorgen das PB1, PB2, PA und NP für die Regulierung von Trankription und Replikation 
(Huang et al., 1990; Perales und Ortin, 1997; Biswas et al., 1998; Mena et al., 1999; Honda 
et al., 2002; Cheung und Poon, 2007). Das NS1 und (falls vorhanden) das PB1-F2 sorgen 
zudem durch ihre antagonistische Wirkungsweise dafür, dass das Immunsystem der 
Wirtszelle die virale Replikation nicht bekämpfen kann (Lu et al., 1995; Wang et al., 2000; 
Salvatore et al., 2002; Li et al., 2004b; Solorzano et al., 2005; Ehrhardt et al., 2010). Das 
NEP und das M1 sorgen nach ihrem Transport in den Zellkern dafür, dass ein Export der 
neugebildeten RNPs aus dem Zellkern erfolgt, welche anschließend für den Zusammenbau 
der Viruspartikel und die Virusknospung ebenfalls zur Plasmamembran transportiert werden 
(Martin und Helenius, 1991a; Yasuda et al., 1993; O'Neill et al., 1998). Für eine Effiziente 
Virusfreisetzung werden durch die NA vorhandene Sialinsäuren von Glykoproteinen und 
Glykolipiden auf der Zelloberfläche der infizierten Zelle abgespalten und so verhindert, dass 
knospende Viren an der infizierten Zelle „hängen bleiben“ bzw. diese sofort wieder infizieren 
(Palese et al., 1974; Palese und Compans, 1976; Webster et al., 1992; Zambon, 1999; Lamb 
und Krug, 2001; Nicholson et al., 2003; Cheung und Poon, 2007). 
 
 
1.3.4 Influenzaviren als Zoonoseerreger 
 
Wasservögel sind das natürliche Reservoir für LPIA und es wird angenommen dass HPAI 
und FLUAV, welche Menschen und andere Säugetiere infizieren können, aus ihnen 
hervorgehen (Klenk, 2008). Jeder Subtyp der verschiedenen HA (H1-16) und NAs (N1-9) 
von den bisher isolierten FLUAV konnte in Wasservögeln nachgewiesen werden und für 
gewöhnlich führt eine FLUAV-Infektion solcher Tiere nicht zur Enstehung von 
Krankheitssymptome (Ito und Kawaoka, 1995; Horimoto und Kawaoka, 2005). Schweinen 
wird zudem eine wichtige Rolle bei der Übertragung und Adaptationen von aviären FLUAV 
auf den Menschen, sowie bei der Entstehung von neuen FLUAV-Reassortanten (mixing 
vessel-Theorie) beigemessen (Scholtissek et al., 1985; Yasuda et al., 1991; Webster et al., 
1993). In ihrem Respirationstrakt besitzen Schweine sowohl große Mengen des aviären 
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(alpha-2,3-verknüpfte Sialinsäuren) als auch des humanen Rezeptors (alpha-2,6-verknüpfte 
Sialinsäuren) für FLUAV (Ito et al., 1998; Suzuki et al., 2000). Es ist daher möglich dass 
aviäre FLUAV-Stämme mit einer Präferenz für alpha-2,3-verknüpfte Sialinsäuren Schweine 
infizieren, sich dort and die Bindung an alpha-2,6-verknüpfte Sialinsäuren adaptieren 
(antigenic drift) und nachfolgend den Menschen infizieren können (Kida et al., 1994; Webster 
et al., 1995; Capua und Alexander, 2002; van Eijk et al., 2003; Ma et al., 2009; Pan et al., 
2009; Van Poucke et al., 2010). Des Weiteren kann es bei Co-Infektionen von Schweinen mit 
aviären und humanen FLUAV-Stämmen zur Rekombination - dem Austausch von Genom-
Segmenten zwischen den verschiedenen FLUAV-Stämmen (antigenic shift) - und damit zur 
Entstehung von Reassortanten kommen, welche Veränderungen wie z.B. ein breiteres 
Wirtsspektrum, eine höhere Pathogenität (in Vögeln und / oder Menschen) oder eine 
verbesserte Mensch-zu-Mensch Übertragung aufweisen können (Yasuda et al., 1991; 
Webster et al., 1995; Ma et al., 2008; Khiabanian et al., 2009; Ma et al., 2009; Vittecoq et al., 
2012). Neue Studien konnten zudem zeigen, dass auch Wachteln über alpha-2,3- und alpha-
2,6-verknüpfte Sialinsäuren in ihrem Respirationstrakt (Trachea und Lunge) sowie Darm 
verfügen und ebenfalls eine Rolle bei der Entstehung von neuen FLUAV-Reassortanten 
spielen können (Makarova et al., 2003; Wan und Perez, 2006; Yu et al., 2011; Thontiravong 
et al., 2012). 
 
Über eine Beteiligung von Fledertieren als natürliches Reservoir für FLUAV gab es bis vor 
kurzer Zeit nur sehr rudimentäre Hinweise. So wurden zwar FLUAV vom Subtyp H3N2 aus 
dem großen Abendsegler (Nyctalus noctula) in Kasachstan isoliert (Lvov et al., 1979) und 
zusätzlich durch serologische Studien gezeigt, dass verschiedene indische Fledertierspezies 
positiv für FLUAV vom den Subtyp H2N2 und H3N2 waren (Kelkar et al., 1981), jedoch fehlte 
der Beweis dafür, dass die Fledertiere nicht selbst einen Fehl- oder Zwischenwirt darstellten, 
da Zelllinien von Fledertieren durchaus für FLUAV infizierbar sind (Dlugolenski et al., 2013; 
Hoffmann et al., 2013). Kürzlich konnte jedoch in zwei Studien gezeigt werden, dass auch 
Fledertiere individuelle FLUAV-Subtypen beherbergen, wobei der Nachweis bisher nur auf 
Nukleinsäure-Ebene erfolgte, eine Virusisolierung allerdings noch nicht gelang (Tong et al., 
2012; Tong et al., 2013). Diese Fledertier-spezifischen FLUAV-Stämme wurden als neue 
Subtypen (H17N10 bzw. H18N11) deklariert, da sie zwar auf molekularer Sicht den bisher 
bekannten Subtypen in ihrer Struktur entsprechen, allerdings bei genauerer Betrachtung, 
insbesondere bei phylogenetischer Analyse auf Basis der HA- und der NA-Sequenzen, 
individuelle Cluster bilden (Tong et al., 2012; Tong et al., 2013). Zudem unterstützen 
strukturbiologische und funktionelle Studien die besondere Stellung dieser Subtypen im 
Vergleich zu den bisher bekannten FLUAV-Subtypen (Zhu et al., 2012; Sun et al., 2013b; 
Zhu et al., 2013). Interessanterweise sind diese Viren aber dazu in der Lage mit humanen 
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FLUAV-Stämmen virale Genom-Segmente auszutauschen, wodurch ihnen eine mögliche 
Beteiligung bei der Enstehung von FLUAV-Reassortanten mit einem zoonotischen Potential 




1.4.1 Allgemeine Informationen und taxonomische Einordnung 
 
Paramyxoviren sind Vertreter der Familie der Paramyxoviridae, welche zusammen mit den 
Borna-, Filo- und Rhabdoviridae die Ordnung der Mononegavirales bildet. Es sind 
membranumhüllte Viren mit einem einzelsträngigen RNS-Genom von negativer Polarität. Die 
Familie der Paramyxoviridae spaltet sich in zwei Unterfamilien auf, Paramyxovirinae und 
Pneumovirinae (Abbildung 10). Während die Unterfamilie der Pneumovirinae mit 
Metapneumovirus und Pneumovirus aus zwei Genera besteht, beherbergt die Unterfamilie 
Paramyxovirinae insgesamt sieben Genera, Aquaparamyxo-, Avula-, Ferla-, Henipa-, 
Morbilli- und Rubulavirus (ICTV, 2012). Relevante humanpathogene Paramyxoviren sind 
beispielsweise das Masern- (MeV, Genus: Morbillivirus), das Mumps- (MuV, Genus: 
Rubulavirus), das humane respiratorische Synzytialvirus (HRSV, Genus: Pneumovirus), das 
humane Parainfluenzavirus Typ 1 und 3 (hPIV 1 bzw. 3, Genus: Respirovirus) sowie das 
humane Metapneumovirus (hMPV, Genus: Metapneumovirus), welche v.a. im Kindesalter 
Infektionen hervorrufen, die mitunter schwere Komplikationen (Pseudokrupp bei hPIV) oder 
persistierende Infektionen (MeV) auslösen können (Viola et al., 1978; Wild, 1981; Welliver et 
al., 1982; Marx et al., 1997; Norrby und Kristensson, 1997; Samal, 2011). Obwohl MeV-
Infektionen durch Impfstrategien in vielen Industrieländern nur noch sporadisch vorkommen, 
starben im Jahr 2011 weltweit noch fast 160.000 Menschen infolge einer MeV-Infektion 
(WHO, 2013c). Epidemiologische Daten für HRSV zeigen dass dieses Virus jedes Jahr 
weltweit für 64 Millionen Infektionen und mehr als 100.000 Todesfälle (meist Kleinkinder) 
verantwortlich ist (Aguilar und Lee, 2011). Zusätzlich sind mit dem Hundestaupe- (CDV), 
dem Rinderpest- (beide Genus: Morbillivirus) sowie dem Newcastle-Disease-Virus (NDV, 
Genus: Avulavirus) auch veterinärmedizinisch-bedeutsame Vertreter vorhanden, die mitunter 
großen Einfluss auf wirtschaftliche Prozesse haben können (Vandevelde et al., 1980; Yilma, 
1989; Ames, 1997; Barrett, 1999; Alexander, 2000a; Greenough und Thomas, 2000; 
Beaudeau et al., 2010). 
 
Von besonderem Interesse ist zudem das  Genus Henipavirus. Dieses, noch relative junge 
Genus der Paramyxoviren, beinhaltet mit dem Nipah-Virus (NiV) und dem Hendra-Virus 
(HeV) zwei Zoonoseerreger, die ihr natürliches Reservoir in asiatischen Flughunden vom 
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Genus Pteropus besitzen (Young et al., 1996; Yob et al., 2001; Halpin et al., 2011) und in 
Australien (HeV) sowie Malysia und Bangladesch (NiV) zu schweren respiratorischen 
Symptomen und Enzephalitiden bei Menschen führten (O'Sullivan et al., 1997; Chua et al., 
1999; Halpin et al., 1999). Vor Kurzem wurde zudem noch ein weiteres Henipavirus aus 
asiatischen Flughunden isoliert (Cedar Virus, CedPV), welches wahrscheinlich apathogen für 
Menschen ist (Marsh et al., 2012) und die Beobachtung, dass nahverwandte Henipaviren 
auch in Afrika vorkommen (Hayman et al., 2008; Drexler et al., 2009; Hayman et al., 2011; 
Peel et al., 2012; Weiss et al., 2012), lässt darauf schließen, dass diese Viren weiter 
verbreitet sind als zunächst angenommen wurde, wobei ein zoonotische Potential noch nicht 




Abbildung 10: Schematischer Überblick über die Familie der Paramyxoviridae. 
 
 
Eine Infektion mit NiV oder HeV führt zu Vaskulitis, Nekrose, Thrombose sowie Läsionen im 
Gehirn infolge der Bildung von mehrkernigen Riesenzellen, sogenannten Synzytien (Goh et 
al., 2000; Hossain et al., 2008; Wong und Tan, 2012). Zu den Anzeichen ener Erkrankung 
zählen u.a. neurologische Symptome (z.B. Kopfschmerzen, Desorientierung sowie der 
Verlust von motorischen und sensorischen Fähigkeiten), respiratorische Probleme sowie ein 
instabiler Blutdruck (Chua et al., 1999; Lim et al., 1999; Wong et al., 2002; Lim et al., 2003), 
und je nach Ausbruch führt die Infektion mit NiV bei 40 bis 92 % der Infizierten Menschen 
zum Tode (Chua et al., 1999; Wong et al., 2002; Tan und Wong, 2003; Luby et al., 2006; Tan 
und Chua, 2008). Die Symptome einer NiV-Infektion können auf das Expressionsmuster der 
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zellulären Rezeptoren, Ephrin-B2 bzw. Ephrin-B3, zurückgeführt werden, welche in großen 
Mengen in den Geweben exprimiert werden, welche durch NiV infiziert werden (Wong et al., 
2002; Hafner et al., 2006; Wong und Tan, 2012).  
 
1.4.2 Virusaufbau und Genomstruktur 
 
Paramyxoviren sind membranumhüllte Viren, deren Virushülle von der Plasmamebran der 
Wirtszelle abstammt. Sie besitzen eine sphärische Gestalt mit einem durchschnittlichen 
Durchmesser von 150 bis 200 nm (Abbildung 11). Ihr Genom besteht aus einzelsträngiger, 
unsegmentierter RNS von negativer Polarität, hat eine Größe von ca. 16.000 nt und ist mit 
vielen Kopien des Nukleoproteins zu einem helikalen Nukleokapsid verpackt (Lamb und 




Abbildung 11: Schematischer Aufbau eines Paramyxovirus. 
Das virale Genom (einzelsträngige, unsegmentierte RNS mit negativer Polarität) ist mit vielen Kopien 
des Nukleoproteins (N) verpackt und mit dem Phosph- (P), dem Matrixprotein 2 (M2) sowie der RNS-
abhängigen-RNS-Polymerase (L) assoziiert. Die Innenseite der Virusmembran, welche von der 
Plasmamembran der Wirtszelle abstammt, ist mit einer Schicht aus Matrixprotein (M) ausgekleidet. In 
die Virushülle eingelagert sind zwei oder drei virale Glykoproteine, das small hydrophobic Protein (SH, 
nicht bei allen Paramyxoviren vorhanden), das rezeptorbindende Protein - welches je nach Genus 
entweder hämagglutinierende Eigenschaften und Neuraminidaseaktivität (HN), nur 
hämagglutinierende Eigenschaften (H) oder keines von beidem (G) besitzt - und das Fusionsprotein 
(F). (*1: Nicht bei allen Genera vorhanden.) 
 
 
Auf dem Genom befinden sich in linearer Anordnung Leserahmen, die je nach Virus, für die 
sechs bis acht Strukturproteine - Nukleokapsidprotein (N bzw. NP), Phosphoprotein (P), 
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Matrixprotein (M), small hydrophobic Protein (SH), rezeptorbindendes Protein (HN, H oder 
G), Fusionsprotein (F), Matrix Protein 2 (M2, manchmal auch M2-1 genannt) und die RNS-
abhängige-RNS-Polymerase (RdRp, L) - sowie verschiedene Nicht-Strukturproteine - 
Nicht-Strukturprotein (NS) 1 (NS1) und 2 (NS2) sowie Nicht-Strukturprotein C, V und W (C, V 
bzw. W) - kodiert. Innerhalb der Familie der Paramyxoviridae besteht eine große 
Heterogenität im Bezug auf die Genomorganisation und das Vorhandensein spezieller 
Struktur- und Nicht-Strukturproteine (Abbildung 12). Im Vergleich zu anderen Paramyxoviren 
besitzen Henipaviren ein deutlich größeres Genom, was an langen, untranslatierten 
Regionen am 3’- und 5’-Ende von mehreren Genen liegt (Harcourt et al., 2001; Wang et al., 
2001; Halpin und Mungall, 2007). Ihre Genomorganisation weist die größte Ähnlichkeit zu 
den Genera Morbillivirus und Respirovirus auf (Wang et al., 2001). Am 3’- und 5’-Ende der 
Genome befinden sich zudem nicht-translatierte, regulatorische Bereiche, welche für die 
Replikation von großer Bedeutung sind. Zusätzlich befinden sich zwischen den einzelnen 




Abbildung 12: Übersicht über ausgewählte Genomorganisationen innerhalb der Familie der 
Paramyxoviridae. 
Die Genomorganisationen innerhalb der Familie der Paramyxoviridae sind sehr heterogen. Während 
alle Vertrete über Leserahmen für Strukturproteine wie das Nukleokapsid- (N bzw. NP), Phospho- (P), 
Matrix- (M) Fusions- (F) und rezeptorbindende Protein (HN, H oder G), sowie die RNS-abhängige-
RNS-Polymerase (RdRd, L) verfügen, besitzen die Vertreter innerhalb der Unterfamilie der 
Pneumovirinae noch zwei zusätzliche Strukturproteine, das Matrix Protein 2 (M2) und das small 
hydrophobic Protein (SH), wobei die Position des Leserahmens zwischen den beiden Genera 
(Pneumovirus und Metapneumovirus) variiert. Ein Leserahmen für ein SH-Protein ist innerhalb der 
Unterfamilie der Paramyxovirinae nur im Genus Rubulavirus vorhanden. Innerhalb des Genus 
Pneumovirus existieren vor dem N-Leserahmen zwei weitere Leserahmen für die Nicht-
Strukturproteine 1 und 2 (NS1 bzw. NS2). Leserahmen für weitere Nicht-Strukturproteine (V; V und C; 
V, W und C) existieren noch innerhalb der Vertreter der Unterfamilie der Paramyxovirinae. Die 
Positionen der Leserahmen für die viralen Membranproteine (F, HN/H/G und falls vorhanden SH) 
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scheinen innerhalb der Genera nicht generelle konserviert zu sein und je nachdem, ob das 
rezeptorbindende Protein über Neuraminidaseaktivität und / oder hämagglutinierende Eigenschaften 
verfügt (HN bzw. H) bzw. keines von beidem (G), erfolgt auch hier eine Differnzierung. Beim RSV 
überlappen die Leserahmen für das M2- und L-Protein. (Abkürzungen: MeV = Masernvirus; hPIV 3 = 
humanes Metapneumovirus Typ 3; MuV = Mumpsvirus; NiV = Nipah-Virus; RSV = Respiratorisches 
Synzytialvirus; PVM = Maus-Pneumovirus; hMPV = humanes Metapneumovirus) 
 
Im Inneren des Viruspartikels, mit dem Nukleokapsid assoziert, liegt das P-Protein vor. Es 
interagiert zusätzlich mit dem M2-Ionenkanal und der RdRp und ist ein Co-Faktor für die 
Polymeraseaktivität der Paramyxoviren (Cuesta et al., 2000; Asenjo et al., 2006; Bossow et 
al., 2012). Zusätzlich dazu besitzen die Vertreter einiger Genera noch interne Leserahmen 
innerhalb des P-Leserahmens, die durch RNS-Editierung oder der Verwendung eines 
alternativen Startpunktes, für bis zu drei Nicht-Strukturproteine (V, W und C bei Henipaviren) 
kodieren, welche nur in infizierten Zellen nachweisbar sind (Spriggs und Collins, 1986; 
McGinnes et al., 1988; Matsuoka et al., 1991; Berg et al., 1992; Hausmann et al., 1996; 
Sleeman et al., 2008). Ihnen wird eine Rolle als Antagonisten der zellulären Immunantwort 
und als Virulenzfaktoren von Paramyxoviren beigemessen (Poole et al., 2002; Rodriguez et 
al., 2002; Wansley et al., 2005; Cruz et al., 2006; Kiyotani et al., 2007; Gainey et al., 2008; 
Irie et al., 2012; Lo et al., 2012b; Mathieu et al., 2012). 
 
Die Innenseite der Virushülle ist mit einer Schicht des M-Proteins ausgekleidet. Durch 
Interaktion mit den viralen Obeflächenproteinen ist es einerseits für die Morphologie der 
Viruspartikel verantwortlich und durch Interaktion mit Komponenten des zellulären ESCRT- 
ESCRT (endosomal sorting complexes required for transport) Systems hauptverantwortlich 
für den Knospungsprozess an der Plasmamembran (Stricker et al., 1994; Mottet et al., 1999; 
Schmitt et al., 2002; Takimoto und Portner, 2004; Patch et al., 2008). 
 
Je nachdem welchem Genus ein Paramyxovirus angehört, besitzt es mit dem 
rezeptorbindenden Protein (HN, H oder G) sowie dem F-Protein zwei (z.B. Morbillivirus, 
Respirovirus und Henipavirus), oder zusätzlich mit dem SH-Protein drei (z.B. Rubulavirus, 
Pneumovirus und Metapneumovirus) Membranproteine (Lamb und Kolakofsky, 2001; Samal, 
2011). Für das SH-Protein - dessen Expression bei vielen Paramyxoviren in Zellkultur nicht 
essentiell ist, Deletionsmutanten in vivo jedoch attenuiert sind (Karron et al., 1997) - konnte 
gezeigt werden, dass es die Charakteristika eine Ionenkanals besitzt und als anti-
apoptotischer Faktor wirken kann (He et al., 2001; Lin et al., 2003b; Lee und Yoo, 2006; 
Wilson et al., 2006; Bao et al., 2008; Gan et al., 2008). Wie zuvor bei der Genomorganisation 
und dem Vorhandensein bzw. der Abwesenheit von Leserahmen für zusätzliche (Nicht-) 
Strukturproteine, zeigt sich auch bei dem Typ des rezeptorbindenden Proteins die 
Heterogenität der Paramyxoviren. Einige Paramyxoviren, wie z.B. MuV (Genus: Rubulavirus) 
oder das Sendai Virus (SeV, Genus: Respirovirus) besitzen ein rezeptorbindendes Proteins 
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(HN), das sowohl hämagglutinierende Eigenschaften als auch Neuraminidaseaktivität besitzt 
und so den Sialinsäure-abhängigen Viruseintritt als auch die effiziente Freisetzung von 
neugebildeten Partikeln gewährleistet (Markwell und Paulson, 1980; Merz und Wolinsky, 
1983; Hirsch et al., 1986; Hosaka et al., 1998). Beim MeV (Genus: Morbillivirus) besitzt das 
rezeptorbindendes Proteins (H) zwar hämagglutinierende Eigenschaften aber keine 
Neuraminidaseaktivität. Für seinen Eintritt verwendet MeV den zellulären Membran Co-
Faktor CD46, das SLAM-Molekül (signaling lymphocyte activation molecule; auch CD150 
genannt) oder das zelluläre Adhäsionsmolekül Nectin-4, ist zudem aber auch in der Lage 
Erythrozyten zu agglutinieren (Norrby, 1962; Naniche et al., 1993; Tatsuo et al., 2000; 
Muhlebach et al., 2011; Noyce et al., 2011). Im Gegensatz dazu fehlen dem 
rezeptorbindenden Protein der Henipaviren (G) sowohl hämagglutinierende Eigenschaften 
als auch Neuraminidaseaktivität (Harcourt et al., 2000).  
 
Das dritte und bei allen Paramyxoviren vorhandene Membranprotein, das F-Protein, 
vermittelt während des Viruseintritts die Membranfusion (Chang und Dutch, 2012). Es 
handelt sich um ein virales Klasse-I Fusionsprotein, das zunächst durch eine proteolytische 
Spaltung aktiviert werden muss, um seine fusogene Aktivität zu erlangen (Paterson et al., 
1989; Gotoh et al., 1992; Morrison et al., 1993; Murakami et al., 2001; Pager und Dutch, 
2005; Pager et al., 2006; Diederich et al., 2008; Shirogane et al., 2008). Für den endgültigen 
Fusionsprozess ist es zudem nötig, dass das F-Protein noch eine Konformationsänderung 
durchführt, die auf verschiedene Wege induziert wird (Chang und Dutch, 2012). Obwohl der 
Fusionsprozess bei fast allen Paramyxoviren unabhängig vom pH-Wert ist (Schowalter et al., 
2006) und F-Proteine, welche von den Zellen infolge einer Infektion an der Plasmamembran 
exprimiert werden, durch Fusion mit Nachbarzellen zur Bildung von vielkernigen 
Riesenzellen (Synzytien) führen (Heminway et al., 1994; Smith et al., 2009), findet bei 
einigen Paramyoviren die Fusion von viraler und zellulärer Membran (zusätzlich) in 
Endosomen statt (Cantin et al., 2007; Pernet et al., 2009; Smith et al., 2009; Krzyzaniak et 
al., 2013).  
 
 
1.4.3 Replikation von Paramyxoviren 
 
Wegen der vielen Unterschiede zwischen den einzelnen Vertretern der Familie der 
Paramyxoviridae und aufgrund der Tatsache, dass in dieser Arbeit der Fokus auf das Genus 
Henipavirus gelegt wurde, wird im folgenden Abschnitt exemplarisch der Replikationstzyklus 
des NiV beschrieben: 
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Die NiV-Infektion beginnt mit der Anheftung des NiV an den zellulären Rezeptor, Ephrin-B2 
(Bonaparte et al., 2005; Negrete et al., 2005). Es konnte zudem gezeigt werden dass in 
einigen Zellen auch Ephrin-B3 als alternativer Rezeptor dienen kann (Negrete et al., 2006; 
Erbar et al., 2008; Xu et al., 2012). Es handelt sich bei beiden Molekülen um Rezeptor-
Tyrosinkinasen, die eine wichtige Rolle bei der Neurogenese und der Knochenbildung 
spielen (Wang et al., 1998; Zimmer et al., 2003; Zhao et al., 2006; Edwards und Mundy, 
2008). Obwohl die Membranfusion von Paramyxoviren pH-Wert-unabhängig ist und daher 
theoretisch an der Plasmamembran stattfinden könnte, erfolgt die Aufnahme des NiV nach 
der Bindung an Ephrin-B2/B3 durch Endozytose oder Makropinozytose (Vogt et al., 2005; 
Diederich et al., 2008; Pernet et al., 2009; Smith et al., 2009). Nachdem NiV in Endosomen 
aufgenommen vorliegt, vermitelt das F-Protein die Fusion von viraler und endosomaler 
Membran, wodurch das Nukleokapsid in das Zytoplasma gelangt. 
 
Im Zytoplasma angekommen, beginnt der virale Polymerasekomplex (L und P) mit der 
Transkription und der Synthese von viralen mRNS. Dabei kommmt es zu einem 
Konzentrationsgefälle, wobei solche mRNS, deren Leserahmen näher am 3’-Ende des 
viralen Genoms liegen häufiger produziert werden, als jene, deren Leserahmen näher am 5’-
Ende des Genoms positioniert sind (N > P/V/W/C > M > F > G > L). Die Ursache hierfür ist, 
dass die Polymerase an den intergenischen Regionen (IR) zwischen den einzelnen 
Leserahmen vom RNS-Strang „abspringen“ kann und dann wieder an der Leader-Sequenz 
am 3’-Ende mit der Synthese beginnt (Lamb und Kolakofsky, 2001; Samal, 2011; Lee und 
Rota, 2012). Nachdem die mRNS in Proteine translatiert wurden findet (durch einen bisher 
nicht aufgeklärten Prozess) ein Umschalten von Transkription auf Replikation statt, bei dem 
die Polymerase die IRs „überliest“ und so Genome mit positiver Polarität synthetisiert, die 
wiederum als Ausgangsmaterial für neue NiV-Genome mit negativer Polarität dienen (Lamb 
und Kolakofsky, 2001). Die beiden Glykoproteine (F und G) werden über den sekretorischen 
Signalweg zur Plasmamembran transportiert und auf dem Weg durch das endoplasmatische 
Retikulum (ER) und den Golgi-Apparat post-translational modifiziert (Moll et al., 2004; Aguilar 
et al., 2006; Bowden et al., 2008; Biering et al., 2012). Das F-Protein unterläuft zudem noch 
einen weiter Modifikationsschritt, der für Paramyxoviren nur im Genus Henipavirus 
vorkommt. Nachdem es die Plasmamembran erreicht hat, wird es von der infizierten Zelle 
wieder endozytiert und in den Endosomen durch Cathepsin-L (manchmal auch Cathepsin-B) 
gespalten, bevor es wieder an die Plasmamembran gelangt (Diederich et al., 2005; Pager et 
al., 2006; Diederich et al., 2008; Diederich et al., 2012). Dieser Recyclingprozess ist für die 
funktionelle Aktivität des F-Proteins essentiell.  
 
42  Einleitung 
An der Plasmamembran findet im Anschluss der Knospungsprozess statt, bei dem, analog 
zu anderen Paramyxoviren, das M-Protein durch Interaktion mit den zytoplasmatischen 
Abschnitten der Membranproteine und den neugebildeten Nukleokapsiden den 
Zusammenbau (Assembly) als auch das Abschnüren der neuen Viruspartikel (Budding) 
vermittelt (Sanderson et al., 1994; Lamb und Kolakofsky, 2001; Ciancanelli und Basler, 2006; 
Patch et al., 2007; Patch et al., 2008; Wang et al., 2010). 
 
 
1.4.4 Paramyxoviren als Zoonoseerreger: Hendra- und Nipah-
Virus 
 
Asiatische Flughunde aus dem Genus Pteropus (sowie ferner afrikanische Flughunde aus 
den Genera Eidolon und Rousettus) gelten als natürliches Reservoir für Henipaviren, da sie 
sowohl Henipaviren in  sich tragen und ausscheiden, oftmals positiv auf Henipavirus-RNS 
oder Henipavirus-spezifische Antikörper sind und i.d.R. selbst keine Symptome einer 
Erkrankung zeigen (Olson et al., 2002; Middleton et al., 2007; Hayman et al., 2008; Drexler 
et al., 2009; Halpin et al., 2011; Hayman et al., 2011; Drexler et al., 2012a; Marsh et al., 
2012; Middleton und Weingartl, 2012).  
Henipaviren traten erstmalig gegen Ende des 20. Jahrhunderts in Erscheinung als 1994 im 
australischen Queensland eine Krankheit mit schwerer respiratorischer Symptomatik sowie 
Enzephalitis unter Pferden und Menschen (die sie betreuten) ausbrach (Selvey et al., 1995; 
O'Sullivan et al., 1997). Der virale Erreger wurde nach der Region der ersten Infektion 
Hendra-Virus (HeV) benannt und es konnte gezeigt werden, dass australische Flughunde 
(Pteropus conspicillatus, P. alecto, P. scapulatus und P. poicephalus) positiv auf 
Nukleinsäuren von HeV bzw. HeV-spezifische Antikörper waren (Young et al., 1996; Halpin 
et al., 2000; Field et al., 2001). Es gilt zudem als erwiesen an, dass die Infektion von 
Menschen nicht durch den direkten Kontakt mit Flughunden, sondern infizierten Pferden 
erfolgte. So haben experimentelle Infektionen von Pferden und anderen Tieren mit HeV 
gezeigt, dass infektiöse Viren über den Urin abgegeben werden (Barclay und Paton, 2000). 
Der Übertragungsweg von den Flughunden auf Pferde konnte jedoch nicht eindeutig 
festgelegt werden. Es wird allerdings angenommen, dass der Kontakt mit dem virushaltigen 
Urin der Flughunde eine Ursache gewesen sein könnte (Field et al., 2001; Wong et al., 
2007). 
Wenige Jahre später (1998) kam es in der Nipah-Region in Malaysia zunächst bei 
Schweinen sowie im Anschluss bei Schweinefarmern zu dem Ausbruch einer schweren 
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respiratorischen Erkrankung mit Enzephalitis, die ebenfalls auf ein zuvor unbekanntes 
Paramyxovirus zurückgeführt werden konnten, welches später Nipah-Virus (NiV) benannt 
wurde (Chua et al., 1999; Goh et al., 2000). Bei diesem Ausbruch kam es zu einer Infektion 
von 265 Menschen die mit einer Mortalität von fast 40 % sowie neurologischen Schäden bei 
15 % der Überlebenden einherging (Goh et al., 2000; Parashar et al., 2000). Es wurde 
schnell festgestellt, dass die Infektion hauptsächlich von Schweinen (amplifying host) auf 
Menschen übertragen wurde, während eine Mensch-zu-Mensch Übertragung zunächst 
ausgeschlossen werden konnte (Paton et al., 1999; Chew et al., 2000; Parashar et al., 2000; 
Mounts et al., 2001). Auf der Suche nach dem Ursprung von NiV konnte wie für HeV gezeigt 
werden, dass Fledertiere, hauptsächlich Flughunde (Genus: Pteropus), positiv auf NiV-
spezifische Antikörper waren und zudem infektiöses Virus aus dem Urin des Insel-
Flughundes (Pteropus hypomelanus) isoliert werden konnte (Yob et al., 2001; Chua et al., 
2002b). Retrospektiv wurde festgestellt, dass die Flughunde aufgrund einer Dürre infolge des 
El Niño-Effektes ihre Habitate verließen und vermehrt Obstplantagen aufsuchten, welche in 
Nachbarschaft zu Schweinefarmen waren (Wong et al., 2007). Der Enge Kontakt von 
Schweinen und Flughunden führte letztendlich zur Spezies-überschreitenden Infektion durch 
NiV (Chua et al., 2002a). 
In den Jahren 2001 und 2003 traten in Bangladesch ebenfalls Ausbrüche einer Enzephalitis 
infolge von NiV-Infektionen auf, die jedoch nicht (wie zuvor in Malaysia und Singapur) auf 
infizierte Schweine zurückgeführt werden konnten (Hsu et al., 2004; Harcourt et al., 2005). 
Zudem wurden abermals lokale Flughundpopulationen positiv auf das Vorhandensein von 
NiV-spezifischen Nukleinsäuren und Antikörpern getestet und es gelang zudem die 
Isolierung von infektiösem NiV aus dem Hinterindischen-Flughund (Pteropus lylei) in 
Kambodscha (Olson et al., 2002; Reynes et al., 2005; Sendow et al., 2013). Hier fand die 
Übertragung vielmehr von Flughunden auf den Menschen ohne Einbezug eines 
Zwischenwirtes statt und es wurde zudem eine Mensch-zu-Mensch Übertragung als 
wahrscheinlich angesehen, da Infektions-Cluster innerhalb von Familienangehörigen 
bestanden (Chadha et al., 2006; Wong et al., 2007; Homaira et al., 2010b; Sazzad et al., 
2013). Als Ursache für die Infektion gelten u.a. der direkte Kontakt mit infizierten Flughunden 
und / oder ihren Ausscheidungen, sowie v.a. der traditionelle Verzehr von dem ungekochten 
Saft der Dattelpalme, welcher von Flughunden kontaminiert (virushaltiger Speichel oder Urin) 
wurde (Luby et al., 2006; Montgomery et al., 2008; Nahar et al., 2010; Rahman et al., 2012). 
Seit 2001 kommt es in Bangladesch und der angrenzenden Region Indiens fast alljährlich zu 
saisonalen Ausbrüchen infolge von NiV-Infektionen (Hsu et al., 2004; LoN, 2004; Gurley et 
al., 2007; Homaira et al., 2010a; Arankalle et al., 2011; Arif et al., 2012; Lo et al., 2012a). 
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HeV und NiV waren jedoch nicht die ersten Paramyxoviren, die mit Fledertieren assoziiert 
wurden. Bereits vor der Entdeckung der Henipaviren gab es Berichte über Viren, welche aus 
Fledertieren stammten und bei Menschen Infektionen hervorgerufen haben. Dabei handelte 
es sich um ein Typ 2 Parainfluenzavirus aus indischen Flughunden (Rousettus lechenaulti) 
sowie das Mapuera Virus, welches in Brasilien in Gelbschulter Blattnasen (Sturnia lilium) 
gefunden wurde (Hollinger und Pavri, 1971; Pavri et al., 1971; Henderson et al., 1995). Des 
Weiteren wurde bei der Identifizierung der Henipaviren zudem noch zwei weitere 
flughundassoziierte Viren entdeckt, die eine enge Verwandtschaft zueinander aufweisen, das 
Tioman-Virus (TioV) und das Menangle-Virus (MenV), beide aus dem Genus Rubulavirus 
(Philbey et al., 1998; Chua et al., 2001). Währen es für TioV bisher noch keine Hinweise für 
eine Infektion von Menschen oder anderen Tierspezies als Flughunden gibt, konnte für 
MenV gezeigt werden, dass es auch zu Infektionen bei Schweinen und Menschen in 
Australien kam (Chant et al., 1998; Philbey et al., 1998; Halpin et al., 1999; Mackenzie et al., 
2001; Yaiw et al., 2007; Caignard et al., 2013). 
Eine wichtige Rolle bei der zoonotischen Infektion durch HeV und NiV spielte ihr zellulärer 
Rezeptor, das Ephrin-B2 bzw. -B3. Aufgrund seiner wichtigen Role bei der Embryogenese 
sind das Ephrin-B2 und -B3 evolutionär stark konserviert - Maus/Mensch: 97 %, 
Schwein/Mensch: 96 %, Flughund/Mensch: 95 % (Bossart et al., 2008) - und so ist das F-
Protein des NiV in der Lage die (experimentelle) Infektion einer große Bandbreite an 
Säugetieren (bzw. Säugetierzelllinien) und sogar Geflügel zu vermitteln (Kirkland et al., 2002; 
Middleton et al., 2002; Tanimura et al., 2006; Daniels et al., 2007; Geisbert et al., 2012; 





1.5.1 Allgemeine Informationen und taxonomische Einordnung 
 
Wie die zuvor beschriebenen Paramyxoviren gehören auch die Filoviren (Familie: Filoviridae) 
der Ordnung der Mononegavirales an, welche nur aus zwei Genera besteht, Ebolavirus und 
Marburgvirus (Abbildung 13). Es handelt sich um membanumhüllte Viren mit einem 
einzelsträngigen, unsegmentierten Genom von negativer Polarität. Aufgrund ihrer 
filamentösen Morphologie erhielten die Filoviren in Anlehnung an das lateinische Wort für 
Faden (filum) ihren Namen. Im August 1967 wurde in Europa (Marburg, Deutschland und 
Belgrad, ehem. Jugoslawien heute Serbien) der erste Ausbruch eines hämorrhagischen 
Fiebers in Folge einer Infektion durch ein unbekanntes (Filo-) Virus festgestellt. Insgesamt 
Einleitung  45 
 
wurden 31 Personen (hauptsächlich Laborpersonal) infiziert, von denen sieben Personen 
verstarben. Der Ursprung des Erregers, das Marburgvirus (MARV), konnte auf nicht-humane 
Primaten (Grüne Meerkatze, Chlorocebus aethiops) zurückgeführt werden, die als 
Versuchstiere aus Uganda importiert wurden (Kissling et al., 1968; Kunz et al., 1968; Siegert 
et al., 1968). Erst knapp zehn Jahre später wurden erstmals Infektionen mit einem 
(heutzutage) weitaus bekannteren Vertreter der Filoviridae, das Ebolavirus (EBOV), 
registriert (WHO, 1978c; WHO, 1978a). Seither gab es auf dem afrikanischen Kontinent 
mehrere lokale MARV- und EBOV-Epidemien in der menschlichen Bevölkerung, die alle in 
der Nähe des Äquators auftraten (Bertherat et al., 1999; Le Guenno et al., 1999; CDC, 2005; 
Lawrence und Hill, 2005; WHO, 2005; WHO, 2007). Während es im Genus Marburgvirus nur 
einen Vertreter gibt, Lake Victoria-Marbrurgvirus (MARV), existieren insgesamt fünf 
verschiedenen Ebolavirus Spezies (EBOV), Zaire- (ZEBOV), Sudan- (SEBOV), 
Elfenbeinküste- (CIEBOV), Bundibugyo- (BEBOV) und Reston-Ebolavirus (REBOV), von 
denen REBOV ausschließlich auf den Philippinen detektiert wurde und nur für nicht-humane 
Primaten aber nicht für den Menschen pathogen ist (Jahrling et al., 1996; Feldmann und 
Geisbert, 2011; Miranda und Miranda, 2011). Darüber hinaus wurde entdeckt, dass 
Schweine ein Wirt für REBOV sind und bei der Übertragung eine Rolle spielen können 
(Barrette et al., 2009; Normile, 2009; Weingartl et al., 2012). 
 
 
Abbildung 13: Schematischer Überblick über die Familie der Filoviridae. 
 
 
Sowohl Marburg- als auch Ebolaviren können hämorrhagische Fieber auslösen, die mit einer 
hohen Mortalität (25 bis 90 %) einhergehen (Hartman et al., 2010; Feldmann und Geisbert, 
2011; Kuhn et al., 2011). Sie sind zudem als BSL-4 Organismen eingestuft. Zu den 
charakteristischen Symptomen zählen anfangs ein plötzlich auftretendes Fieber, 
Muskelschmerzen, Kopfschmerzens sowie körperliche Schwäche, und im Endstadium kann 
es zu Brechreiz, Durchfall, Ausschlag, verminderter Funktion der Nieren und Leber, als auch 
zu inneren und äußeren Blutungen kommen (Brauburger et al., 2012). Die Infektion von 
dendritischen Zellen und Makrophagen mit nachfolgender Koagulopathie (Störung der 
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Blutgerinnung) ist hierbei ein bedeutender Faktor (Hartman et al., 2010; Feldmann und 
Geisbert, 2011). Eine Mensch-zu-Mensch Übertragung ist durch direkten Kontakt mit Blut 
oder anderen Körperflüssigkeiten (Speichel, Schweiß, Stuhl, Urin, Tränen und Brustmilch) 
von infizierten Personen möglich (Bausch et al., 2003).  
Zurzeit gibt es weder ein Medikamt noch einen zugelassenen Impfstoff gegen Filoviren. In 
Tierversuchen konnte jedoch gezeigt werden, dass rekombinante Viren der vesikulären 
Stomatitis, welche in ihrem Genom die Information für filovirale Antigene tragen, einen 
Schutz gegenüber MARV und EBOV vermitteln können (Geisbert et al., 2008a; Geisbert et 
al., 2008b; Geisbert et al., 2009). 
 
1.5.2 Virusaufbau und Genomstruktur 
 
Elekronenmikroskopische Analysen haben gezeigt, dass Filoviruspartikel (Abbildung 14) eine 
fädige Gestalt mit einer Länge von durchschnittlich 800 bis 900 nm sowie einem 
Durchmesser von etwa 90 nm besitzen (Geisbert und Jahrling, 1995; Ryabchikova, 2004; 
Bharat et al., 2011), weswegen sie zunächst mit Bakterien (Spirochäten) verwechselt wurden 
(Peters und Muller, 1969). Neben der filamentöse Form existieren noch runde Partikel und 
solche, welche die Form einer sechs besitzen (Bharat et al., 2011). MARV-Partikel sind i.d.R. 





Abbildung 14: Schematischer Aufbau eines Filovirus. 
Das virale Genom (einzelsträngige, unsegmentierte RNS mit negativer Polarität) ist mit vielen Kopien 
des Nukleoproteins (N) verpackt und mit dem Virusprotein (VP) 24, VP30, VP35 sowie der RNS-
abhängigen-RNS-Polymerase (L) assoziiert. Die Innenseite der Virusmembran, welche von der 
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Plasmamembran der Wirtszelle abstammt, ist mit einer Schicht des VP40 ausgekleidet. In die 
Virushülle eingelagert befindet sich das virale Glykoprotein (GP), das sowohl die Rezeptorbindung als 
auch die Fusion von viraler und zellulärer Membran vermittelt. 
 
 
Es handelt sich bei Filoviren um umhüllte Viren, deren Membranhülle von der 
Plasmamembran der Wirtszelle abstammt und in die homotrimere Komplexe des viralen 
Glykoproteins (GP) eingebettet sind (Feldmann et al., 1991; Geisbert und Jahrling, 1995; 
Ryabchikova, 2004; Bharat et al., 2011). Beim GP handelt es sich um ein Typ-I 
Membranprotein und es ist ein Virulenzfaktor der Filoviren (Groseth et al., 2012). Das GP 
vermittelt sowohl die Bindung an Zielzellen als auch die Membranfusion (Will et al., 1993). Es 
ist zudem hochgradig glykosyliert und es wird angenommen, dass die hohe Anzahl an 
Glykosylierungen für eine Interaktion mit zellulären Lektinen beim Viruseintritt von Bedeutung 
ist (Yang et al., 2000; Manicassamy et al., 2007; Powlesland et al., 2008; Ritchie et al., 
2010). Zusätzlich dazu können Ebolaviren durch spezielle Vorgänge während der 
Transkription und post-translationalen Modifikationen noch zusätzliche Formen des GPs 
bilden (Sanchez et al., 1996; Volchkova et al., 1998; Yang et al., 1998; Volchkova et al., 
1999), denen eine Bedeutung bei der Pathogenese, der Aktivierung von Makrophagen und 
der Bekämpfung der Immunantwort zukommt (Feldmann et al., 1999; Ito et al., 2001; Wahl-
Jensen et al., 2005). Zusätzlich dazu ist das GP in der Lage als Antagonist zum zellulären 
Tetherin zu wirken und so die Virusausbreitung zu gewährleisten (Kaletsky et al., 2009; 
Douglas et al., 2010; Kuhl et al., 2011a).  
 
Die Innenseite der Virushülle ist mit einer Schicht des Virusproteins (VP) 40 ausgekleidet. Es 
ist von großer Bedeutung für die Bildung von neuen Viruspartikeln (Assembly), der 
Knospung (Budding) und als Antagonist der zellulären Interferonantwort (Harty et al., 2000; 
Jasenosky und Kawaoka, 2004; Urata et al., 2007; Yamayoshi et al., 2008; Valmas et al., 
2010; Valmas und Basler, 2011).  
 
Im Inneren der Viruspartikels liegt das helikale Nukleokapsid vor, das aus dem viralen 
Genom aufgebaut ist, welches mit vielen Kopien des Nukleoproteins (NP), dem VP35, dem 
VP30 sowie der RNS-abhängigen-RNS-Polymerase (RdRp) assoziiert ist (Peters et al., 
1971; Geisbert und Jahrling, 1995; Bharat et al., 2011).  
Das Genom der Filoviren besteht aus unsegmentierter, einzelsträngiger RNS von negativer 
Polarität. Es hat eine Größe von ca. 19.000 nt und kodiert für sieben monocistronische Gene 
(Feldmann et al., 1992; Muhlberger et al., 1992). Das 5’- und das 3’-Ende des Genoms 
besitzt jeweils regulatorische Funktionen, die für die Transkription und Replikation essentiell 
sind (Muhlberger, 2007). Das VP35 wirkt als Co-Faktor für die RdRp bei der Replikation und 
Transkription, hat eine Funktion bei der Ausbildung von Nukleokapsiden sowie als 
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Antagonist der zellulären Interferonantwort (Becker et al., 1998; Muhlberger et al., 1998; 
Muhlberger et al., 1999; Hartlieb et al., 2003; Basler und Amarasinghe, 2009; Bale et al., 
2012). Für das VP30 ist ebenfalls bekannt, dass es an der Bildung von Nukleokapsiden 
beteiligt ist (Hartlieb et al., 2003; Biedenkopf et al., 2013). Auch das NP ist sowohl an der 
Regulation von Replikation und Transkription sowie an der Bildung von Nukleokapsiden 
beteiligt, Es ist zudem beim Knospungsprozess involviert (Muhlberger et al., 1998; DiCarlo et 
al., 2007; Dolnik et al., 2010; Bharat et al., 2011; Spiegelberg et al., 2011). Das VP24 
befindet sich in großer Nähe zum Nukleokapsid-Komplex (Bharat et al., 2011) und es ist an 
der Bildung von neuen Viruspartikeln sowie der Regulation von Transkription und Replikation 
beteiligt (Bamberg et al., 2005; Hoenen et al., 2010). 
 
 
1.5.3 Replikation von Filoviren 
 
Die Infektion durch Filoviren beginnt mit der Bindung des GPs an verschiedene 
Interaktionspartner auf der Zelloberfläche von einer Vielzahl von verschiedenen Zelltypen 
(Wool-Lewis und Bates, 1998; Hofmann-Winkler et al., 2012). Die anfängliche Bindung 
geschieht zunächst über unspezifische Wechselwirkungen mit  z.B. Lektinen (Becker et al., 
1995; Alvarez et al., 2002; Simmons et al., 2003; Marzi et al., 2004; Takada et al., 2004; 
Gramberg et al., 2005), wird allerdings von einer spezifischen Interaktion mit Molekülen, wie 
dem humanen T-Zell Immunglobulin-Muzin 1 (Tim-1), der Tyrosinkinase Axl oder Integrinen 
(Integrin α5β1) gefolgt (Takada et al., 2000; Shimojima et al., 2006; Schornberg et al., 2009; 
Brindley et al., 2011; Kondratowicz et al., 2011; Hofmann-Winkler et al., 2012) und führt 
letztendlich zur Aufnahme durch Endozytose und / oder Makropinozytose (Saeed et al., 
2008; Bhattacharyya et al., 2010; Nanbo et al., 2010; Aleksandrowicz et al., 2011). Das GP 
ist ein virales Klasse-I Fusionsprotein (Lee et al., 2008) und wird nach der Aufnahme in die 
Zelle innerhalb des sauren Millieus der Endosomen von zellulären Proteasen wie Cathepsin-
B und -L (Chandran et al., 2005; Schornberg et al., 2006; Brindley et al., 2007; Kaletsky et 
al., 2007; Sanchez, 2007) prozessiert, wodurch es an einen Cholesterin-Transporter, das 
Niemann-Pick C1 Protein (NPC1), binden kann (Carette et al., 2011; Cote et al., 2011; Miller 
et al., 2012) und so die Fusion von viraler und endosomaler Membran vermittelt, wodurch 
das virale Nukleokapsid ins Zytoplasma gelangt (Chandran et al., 2005; Schornberg et al., 
2006; Hofmann-Winkler et al., 2012). 
 
Im Zytoplasma der infizierten Zelle finden sowohl die Transkription als auch die Replikation 
des filoviralen Genoms statt, wobei die Replikation in sogenannten Einschlusskörperchen 
vollzogen wird (Hoenen et al., 2012). In beiden Fällen wird die Synthese der neuen 
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Nukleinsäurestränge vom Polymerasekomplex aus RdRp, NP, VP35 und VP30 durchgeführt 
(Muhlberger et al., 1998; Muhlberger et al., 1999; Wenigenrath et al., 2010) und sowohl das 
VP40, als auch das VP24 spielen eine Rolle bei der Regulation von Transkription und 
Replikation (Watanabe et al., 2007; Hoenen et al., 2010; Wenigenrath et al., 2010). Bei der 
Transkription des viralen Genoms entstehen sieben monocistronische mRNS, welche 
nachfolgend durch die zelluläre Translationsmaschinerie zu Proteinen umgeschrieben 
werden. Zusätzlich dazu werden bei der Replikation noch Antigenome (positive Polarität) 
produziert, welche wiederum als Ausgangsmaterial für die Synthese neuer filoviraler 
Genome dienen (Muhlberger et al., 1999; Muhlberger, 2007). Das GP der Filoviren, als 
einziges Protein welches in der Virushülle eingelagert ist, wird im Anschluss an die 
Translation über den sekretorischen Signalweg der Zelle zur Plasmamembran transportiert 
und dabei noch post-tranlational modifiziert. So wird das, als inaktives Vorläuferprotein (GP0) 
synthetisierte, GP im Golgi-Apparat durch Subtilisin-ähnliche Proteasen (hauptsächlich 
Furin) in seine Untereinheiten GP1 und GP2 gespalten, welche über eine Disulfidbrücke 
miteinander verbunden bleiben (Sanchez et al., 1998; Volchkov et al., 1998). Zusätzlich dazu 
werden noch an vielen Stellen Glykosylierungen angefügt (Will et al., 1993; Feldmann et al., 
1994; Jeffers et al., 2002; Lin et al., 2003a). 
 
Für die Knospung ist das VP40 von großer Bedeutung, da es sowohl mit dem GP, als auch 
den neugebildeten Nukleokapside interagiert und die Knospung katalysiert (Timmins et al., 
2001; Noda et al., 2006). Während des Knospungsvorgang selbst werden durch das VP40 
Bestandteile des endosomalen Sortierungkomplexes der Zelle (ESCRT) - wie Tsg101, 
Vps4A, Vps4B sowie Nedd4.1 - rekrutiert und so die Partikelbildung gewährleistet (Harty et 
al., 2000; Martin-Serrano et al., 2001; Licata et al., 2003; Timmins et al., 2003; Yasuda et al., 
2003; Jasenosky und Kawaoka, 2004; Urata et al., 2007; Kolesnikova et al., 2009; Dolnik et 
al., 2010; Urata und Yasuda, 2010). Während die Knospung des EBOVs an der 
Plasmamembran vollzogen wird konnte für das MARV gezeigt werden, dass der 
Knospungsprozess zusätzlich an multivesikulären Körpern im Zellinneren stattfinden kann 
(Kolesnikova et al., 2002; Kolesnikova et al., 2004; Ryabchikova, 2004). Die Verbreitung von 
MARV in benachbarte Zellen wird zudem hauptsächlich durch die Ausbildung von Filopodia 
vermittelt (Kolesnikova et al., 2007). 
 
 
1.5.4 Filoviren als Zoonoseerreger 
 
Nachdem zunächst alle Versuche zur Identifizierung des natürlichen Reservoirs für Filovirien 
scheiterten (Breman et al., 1999; Leirs et al., 1999; Reiter et al., 1999) gilt es mittlerweile als 
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bewiesen, dass Flughunde das natürliche Reservoir für Filoviren darstellen, von denen sie 
entweder direkt oder über Zwischenwirte - wie (Menschen-) Affen, Antilopen oder Schweinen 
- den Menschen infizieren können (Swanepoel et al., 1996; Leroy et al., 2004; Rouquet et al., 
2005; Bermejo et al., 2006; Barrette et al., 2009; Taniguchi et al., 2011; Sayama et al., 
2012). Neben afrikanischen Flughunden wurden zudem auch asiatische und (sogar) 
europäische Fledertierspezies positiv auf das Vorhandensein von filoviralen Nukleinsäuren 
oder Antikörpern getestet (Leroy et al., 2005; Towner et al., 2007; Pourrut et al., 2009; 
Towner et al., 2009; Kuzmin et al., 2010; Negredo et al., 2011; Taniguchi et al., 2011). 
Bei der Analyse von lokalen Ausbrüchen des filovirus-induzierten hämorrhagischen Fiebers 
konnten im Falle von MARV die primären Infektionen oftmals auf den direkten Kontakt von 
Menschen mit Flughunden bzw. ihren Aufenthaltsorten (Höhlen, Minen) zurückgeführt 
werden (Bausch et al., 2003; CDC, 2009b; Timen et al., 2009; Adjemian et al., 2011; Amman 
et al., 2012). Für EBOV-Epidemien konnte hingegen gezeigt werden, dass der Ursprung der 
primären Infektion in vielen Fällen auf den Kontakt zu Kadavern von infizierten Tieren 
basierte (Leroy et al., 2004; Nkoghe et al., 2005; Lahm et al., 2007; Laminger und Prinz, 
2010). Solche Kadaver werden meist von Jägern während der Nahrungssuche aufgefunden, 
welche, aufgrund der hohen Infektiösität der Filoviren in den Körperflüssigkeiten, die Erreger 
in die Dörfer „schleppen“ und so Epidemien auslösen (Georges-Courbot et al., 1997; Leroy 





1.6.1 Allgemeine Informationen und taxonomische Einordnung 
 
Im Gegensatz zu den zuvor behandelten Paramyxo- und Filoviren handelt es sich bei den 
Coronaviren um membranumhüllte Viren, welche ein einzelsträngiges, unsegmentiertes 
RNS-Genom mit positiver Polarität besitzen. Ihr Genom zählt mit einer Größe von ca. 30.000 
nt zu den Größten unter den RNS-Viren. Die Bezeichnung Coronavirus leitet sich von ihrem 
Erscheinungsbild unter dem Elektronenmikroskop ab, bei dem die Spike Glykoproteine (S-
Protein; S) es so aussehen lassen, als ob die Viren von einem Kranz (lat. corona) umgeben 
wären (Siddell et al., 1983a). 
 
Als Coronaviren werden die Vertreter der Coronavirinae und Torovirinae bezeichnet, welche 
taxonomisch in die Familie der Coronaviridae eingruppiert sind (Tyrrell et al., 1975). Die 
Familie der Coronaviridae wiederum gehört zur Ordnung Nidovirales, zu denen noch die 
Familien Arteriviridae, Roniviridae und die kürzlich beschriebenen Mesoniviridae (Lauber et 
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al., 2012) zählen (Abbildung 15). Der Begriff Nidovirales (lat.: nidus, deutsch: Nest) ist von 
der besonderern Replikationsstrategie der Vetreter dieser Virus-Ordnung abgeleitet. Infolge 
einer Infektion enstehen durch eine diskontinuierliche RNS-Synthese (template switch) 
während der viralen Replikation negative Kopien der sub-genomische RNS, welche jeweils 
ein identisches 3’-Ende (nested set) aufweisen (Lai und Cavanagh, 1997). Von den 
anschließend synthetisierten, sub-genomischen RNS in positiver Orientierung werden nur 
die 5’-Enden translatiert (Enjuanes et al., 2006a; Enjuanes et al., 2006b). 
 
 
Abbildung 15: Schematischer Überblick über die Familie der Coronaviridae. 
 
 
Die ICTV (International Committee of Taxonomy of Viruses) klassifiziert die Coronavirinae in 
drei Genera - Alpha-, Beta-, and Gammacoronavirus - (de Groot et al., 2012), wobei noch ein 
weiteres Genus, Deltacoronavirus, vor Kurzem akzeptiert wurde (Adams und Carstens, 
2012). In Abbildung 16 ist die verwandtschafliche Beziehung auf Basis der 
Aminosäuresequenzen der S-Proteine von Vertreter der einzelnen Genera dargestellt. 
Alpha- und Betacoronaviren infizieren Säugetiere. Unter ihnen sind bekannte 
Erkältungserreger beim Menschen, wie das humane Coronavirus (HCoV) -NL63, HCoV-
229E und HCoV-OC43. Aus veterinärmedizinischer Sicht sind z.B. das Virus der 
übertragbaren Gastroenteritis der Schweine (TGEV), das Virus der felinen infektiösen 
Peritonitis (FIPV) und das bovine Coronavirus (BCoV) von Interesse. Zudem wird das Maus-
Hepatitis Virus (MHV) oft als Modell-Virus für coronavirus-bezogene Fragestellungen 
verwendet. Deltacoronaviren wurden bislang nur bei Schweinen und Vögeln nachgewiesen, 
während Gammacoronaviren außschließlich aviäre Spezies infizieren. Das Virus der 
Infektiösen Bronchitis des Geflügels (IBV) ist z.B. aufgrund der Sterblichkeit und verringerten 
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Ei-Produktion bei Geflügel von großer wirtschaftlicher Bedeutung (Bisgaard, 1976). Eine 
Übersicht an charakteristischen Vertretern der vier Genera innerhalb der Coronavirinae ist in 
Tabelle 4 dargestellt. 
 
 
Abbildung 16: Schematische Darstellung der verwandtschaftlichen Beziehung von 
ausgewählten Vertretern der vier Genera der Coronavirinae (auf Grundlage der 
Aminosäuresequenz ihrer S-Proteine). 
Coronavirus = CoV, Humanes CoV = HCoV. Genus Alphacoronavirus (α): HCoV-229E, HCoV-NL63, 
Virus der felinen infektiösen Peritonitis (FIPV), Virus der porzinen epidemischen Diarhhoe (PEDV), 
Virus der übertragbaren Gastroenteritis der Schweine (TGEV); Genus Betacoronavirus (β): Bovines 
CoV (BCoV), HCoV-OC43, Maus-Hepatitis Virus (MHV), Middle East respiratory syndrome-
assoziiertes CoV (MERS-CoV), Severe acute respiratory syndome-assoziiertes CoV (SARS-CoV) und 
SARS-CoV-verwandtes CoV aus Fledermäusen (SARSr-CoV); Genus Gammacoronavirus (γ): 
Truthahn-CoV (TCoV) und Virus der infektiösen Bronchitis des Geflügels (IBV); Genus 
Deltacoronavirus (δ): Bülbül-CoV-HKU11 (Bülbül-CoV).  
 
 
Coronaviren sind im Allgemeinen sehr wirtsspezifisch und mit enterischen (Okaniwa und 
Maeda, 1965; Dea und Tijssen, 1989; Dea et al., 1990; Verbeek et al., 1990; Zhang et al., 
1994; Holmes, 2001) sowie respiratorischen (Tyrrell und Bynoe, 1965; Hamre und Procknow, 
1966; van der Hoek et al., 2005; Woo et al., 2005) Erkrankungen assoziiert. Einige Vertreter 
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können zudem aber auch das zentrale Nervensystem infizieren (Weiner, 1973; Weiner et al., 
1973; Goto et al., 1979; Kubo et al., 1982). 
 
 

























Tabelle 4: Übersicht über ausgewählte Vertreter der Alpha-, Beta-, Gamma- und 
Deltacoronaviren. 
HCoV = Humanes Coronavirus, batCoV = Fledermaus Coronavirus, PEDV = Virus der porzinen 
epidemischen Diarhhoe, PrCoV = Porzines respiratorisches Coronavirus, TGEV = Virus der 
übertragbaren Gastroenteritis der Schweine, CCoV = Canines Coronavirus, FIPV = Virus der felinen 
infektiösen Peritonitis, MHV = Maus-Hepatitis Virus, BCoV = Bovines Coronavirus, SARS-CoV = 
Severe Acute respiratory syndrome-assoziiertes Coronavirus, MERS-CoV = Middle East respiratory 
syndrome-assoziertes Coronavirus IBV = Virus der infektiösen Bronchitis des Geflügels; TCoV = 
Truthahn-Coronavirus, PhCoV = Fasan-Coronavirus 
 
 
HCoV sind für einen großen Anteil der weltweiten Grippe-ähnlichen Infektionen 
verantwortlich und wurden bis zum Anfang dieses Jahrtausends ausschließlich mit 
Erkältungserkrankungen assoziiert. Im Winter 2002 jedoch wurde in der chinesischen 
Guangdong-Region ein bisher unbekanntes, humanpathogenes CoV isoliert, welches eine 
schwere, atypische Lungenentzündung mit Fieber, Schüttelfrost und in einigen Fällen auch 
Diarrhoe hervorrief, das schwer-akut respiratorische Syndrom (Severe acute respiratory 
syndrome)-assoziierte Coronavirus (Drosten et al., 2003; Kuiken et al., 2003; Peiris et al., 
2003; Poutanen et al., 2003; Rota et al., 2003; Berger et al., 2004).  
Auch wenn noch nicht abschließend geklärt, wird aufgrund der Tatsache, dass die meisten 
Neuinfektionen bei Personen bestanden, welche in unmittelbarem Kontakt zu Erkrankten 
standen (Familienmitglieder und Krankenhauspersonal), davon ausgegangen, dass der 
(Haupt-) Übertragungsweg des SARS-CoV durch Tröpfcheninfektionen erfolgte (Zhong et al., 
2003; Zhong und Wong, 2004). Zudem weist das Vorhandensein von viralen Nukleinsäueren 
in den Fäzes von Infizierten auch auf eine mögliche fäkal-orale Übertragung hin (Leung et 
al., 2003).  
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1.6.2 Virusaufbau und Genomstruktur 
 
Coronaviren sind umhüllte Viren, deren Virusmembran von intrazellulären Membranen der 
Wirtszelle abstammt. Ihre Partikel (Abbildung 17) besitzen eine pleomorphe, meist 
sphärische Gestalt und haben einen Durchmesser von ca. 80 bis 160 nm. In ihre Virushülle 
eingelagert besitzen Coronaviren die keulenförmigen, ca. 20 nm großen S-Proteine 
eingelagert, die ihnen ihr charakteristisches Aussehen unter dem Elektronenmikroskop 
verleihen (Siddell et al., 1983a). Das S-Protein der Coronaviren ist sowohl für die Anheftung 
an den zellulären Rezeptor auf Wirtszellen, als auch für die Vermittlung der Fusion von 
viraler und zellulärer Membran verantwortlich (Nash und Buchmeier, 1996; Gallagher und 
Buchmeier, 2001; Bosch et al., 2003; Xiao et al., 2003). Es ist ein Typ-I Membranprotein, 
welches infolge post-tranlationaler Modifikationen einen hohen Grad an Glykosylierungen 
aufweist und im Viruspartikel als Homotrimer vorliegt (Delmas und Laude, 1990; Pulford und 
Britton, 1991; Mounir und Talbot, 1993). Das S-Protein der Coronaviren besteht aus zwei 
Untereinheiten (S1 und S2, Abbildung 18, A), wobei die S1-Untereinheit für die Bindung an 
den zellulären Rezeptor verantwortlich ist (Abbildung 18, B), während die S2-Untereinheit die 
Membranfusion vermittelt. Die S1-Untereinheit kann zusätzlich in zwei Domänen unterteilt 
werden, eine N-terminale Domäne (NTD) sowie eine C-terminale Domäne (CTD), und je 
nach Virus ist entweder die NTD, die CTD oder (in seltenen Fällen) beide Domänen für die 
Rezeptorbindung zuständig (Godet et al., 1994; Kubo et al., 1994; Krempl et al., 1997; 
Breslin et al., 2003; Lin et al., 2008; Li, 2012). Bei einigen Coronaviren (z.B. BCoV, IBV 
sowie einige MHV-Stämme) wird das S-Protein während der Virusreifung durch zelluläre 
Proteasen in seine beiden Untereinheiten (S1 und S2) gespalten, die durch Interaktionen 
miteinander verknüpft bleiben (Mounir und Talbot, 1993; Stauber et al., 1993; Wu et al., 
2004; Yamada und Liu, 2009). Das S-Protein des SARS-CoV (SSARS) wird hingegen erst 
während des Viruseintritts gespalten (Bosch et al., 2008; Belouzard et al., 2009; Kam et al., 
2009; Simmons et al., 2011). 
 
Weitere coronavirale Proteine in der Virusmembran sind das Membran- (M), das Envelope- 
(E) und das Hämagglutinin-Esterase Protein (HE), welches nur bei einigen Vertretern im 
Genus Betacoronavirus vorkommt (Siddell et al., 1983a; Rottier, 1990; Wurzer et al., 2002). 
Das M-Protein der Coronaviren ist die treibende Kraft für den Zusammenbau neuer 
Viruspartikel (Assembly). Infolge seiner Expression akkumuliert das M-Protein an den 
Membranen des endoplasmatischen Retikulums sowie des endoplasmatischen-Retikulum-
Golgi-intermediären-Kompartiments (ERGIC), interagiert dort mit den neugebildeten 
Nukleokapsiden und den Proteinen der Virushülle. 
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Abbildung 17: Schematischer Aufbau eines Coronavirus. 
Das virale Genom besteht aus einzelsträngiger, unsegmentierte RNS mit positiver Polarität und besitzt 
sowohl am 5’-Ende eine Cap-Struktur, als auch ein polyadenyliertes 3’-Ende. In die Virusmembran, 
welche von der Membran des endoplasmatisches-Retikulum-Golgi-intermediären Kompartimentes 
(ERGIC) der Wirtszelle abstammt, sind das Membran Glykoprotein (M), das Envelope Protein (E) 
sowie das Spike Glykoprotein (S), welches sowohl die Rezeptorbindung als auch die Fusion von 
viraler und zellulärer Membran vermittelt,  eingelagert. Zusätzlich besitzen einige Vertreter im Genus 
Betacoronavirus (z.B. HCoV-OC43, BCoV und MHV) noch ein Hämagglutinin/Esterase Protein (HE). 
 
 
Zusammen mit dem E-Protein ist es zudem für den Knospungsvorgang verantwortlich 
(Opstelten et al., 1995; Vennema et al., 1996; Bos et al., 1997; Kim et al., 1997; Nguyen und 
Hogue, 1997; Narayanan et al., 2000; Corse und Machamer, 2003; Liu et al., 2007). Einige 
Vertreter innerhalb des Genus Betacoronavirus (z.B. BCoV, HCoV-OC43 und MHV) besitzen 
zudem noch ein HE-Protein, welches, wie das HEF-Protein der Influenza C-Viren, eine 9-O-
Azetylesterase-Aktivität besitzt (Vlasak et al., 1988a; Vlasak et al., 1988b; Smits et al., 2005). 
Es wird vermutet dass, die rezeptorzerstörende Aktivität des HE-Proteins für eine effiziente 
Virusausbreitung und das Verhindern von Virusaggregaten von Bedeutung ist (Schultze et 
al., 1991a; Schultze et al., 1991b; Schultze und Herrler, 1993). 
 
Das Genom der Coronaviren (Abbildung 19) hat eine Größe von 27.000 bis 32.000 nt 
(SARS-CoV: 29,7 kb), besteht aus einzelsträngiger, unsegmentierter RNS mit positiver 
Polarität und liegt mit mehreren Kopien des Nukleokapsidproteins (N) assoziiert als 
Nukleokapsid vor (Risco et al., 1996; Lai und Cavanagh, 1997). Zusätzlich dazu spielt das N-
Protein bei der Verpackung neugebildeter Genome, als Faktor während der Transkription 
und Replikation, sowie bei der Regulation des Wirtsstoffwechsels eine wichtige Rolle (Baric 
et al., 1988; Stohlman et al., 1988; Cologna und Hogue, 1998; Kuo und Masters, 2002; 
Almazan et al., 2004; Surjit et al., 2004; Surjit et al., 2006). 
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Abbildung 18: Aufbau des SSARS und Interaktion mit ACE2. 
(A) Das S-Protein von Coronaviren besteht aus zwei Untereinheiten (S1 und S2). Während die S1-
Untereinheit für die Bindung an den zellulären Rezeptor verantwortlich ist, vermittelt die S2-
Untereinheit die Membranfusion. Des Weiteren beherbergt die S2-Untereinheit die, für die 
Verankerung in der Virushülle wichtige, Transmembrandomäne (TD) als auch eine zytoplasmatische 
Domäne (ZD), welche wichtig für die Virusmorphogenese und die fusogene Aktivität ist. Die S1-
Untereinheit kann zusätzlich in zwei Domänen unterteilt werden, eine N-terminale Domäne (NTD) und 
eine C-terminale Domäne (CTD). Beim S-Protein des SARS-CoV (SSARS) befindet sich innerhalb der 
CTD die rezeptorbindende Domäne (RBD), welche für die Interaktion mit ACE2 wichtig ist, da sie mit 
dem rezeptorbindenden Motiv (RBM), die Aminosäuren enthält, die direkt mit ACE2 interagieren (B). 
 
 
Das 5’-Ende des Genoms besitzt eine Cap-Struktur und ist am 3’-Ende polyadenyliert 
(Siddell et al., 1983a; Lai und Cavanagh, 1997; Stadler et al., 2003). Die ersten beiden 
Leserahmen (ORF1a und ORF1b), die den größten Anteil am gesamten Genom der 
Coronaviren einnehmen, kodieren für Proteine, die v.a. bei der Replikation von Bedeutung 
sind (Thiel et al., 2001; Thiel et al., 2003; von Grotthuss et al., 2003). Es handelt sich 
größtenteils um Nicht-Strukturproteine (Nsp), die nur in infizierten Zellen, aber nicht im 
Viruspartikel vorkommen. Die Leserahmen für ORF1a und ORF1b werden aufgrund eines 
besonderen Vorgangs bei der Translation in zwei unterschiedlich große Polyproteine 
(Polyprotein-1a, pp1a und Polyprotein-1a/1b, pp1ab) umgeschrieben.  
Während der Translation an den Ribosomen kann es durch das Vorhandensein einer 
besonderen Sekundärstruktur der RNS (dem sogenannten Pseudoknoten) zwischen dem 
ORF1a/1b-Lesehramen zu einem Rasterverschub (frame shift) um eine Position nach hinten 
(-1) kommen, was zur Folge hat, dass ein Polyprotein aus sowohl dem ORF1a- als auch 
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dem ORF1b-Leserahmen (pp1ab) synthetisiert wird (Weiss et al., 1994; Thiel et al., 2003; 
Namy et al., 2006). Durch die (auto-) katalytische Aktivität von viruskodierter Proteasen 
werden die Polyproteine nachfolgend in ihre einzelnen, funktionellen Komponenten zerlegt 




Abbildung 19: Schematischer Aufbau des SARS-CoV-Genoms. 
Das Genom des SARS-CoV besteht aus einzelsträngiger, unsegmentierter RNS mit negativer 
Polarität und besitzt an seinem 5’-Ende eine Cap-Struktur sowie ein polyadenyliertes 3’-Ende. Die 
ersten beiden Lesehramen (ORF1a und ORF1b) machen ca. zwei Drittel des gesamten Genoms aus. 
Sie kodieren für Polyproteine (Polyprotein-1a, pp1a und Polyprotein-1a/1b, pp1ab), deren einzelne 
Bestandteile (Nicht-Strukturproteine, Nsp, grau) infolge einer Prozessierung durch (auto-) katalytische 
Proteaseaktivität v.a. für die Replikation wichtig sind. Die ORF1a- und ORF1b-Leserahmen 
überlappen und erst aufgrund eines Rasterverschubs bei der Translation kommt es zur Synthese des 
ORF1a/1b-Polyproteins. Hinter dem ORF1b-Leserahmen befinden sich die genetischen Informationen 
für das Spike (S, rot), Envelope (E, lila) und Membran Glykoprotein (M, blau), sowie das 
Nukleokapsidprotein (N, grün). Zusätzlich dazu befinden sich zwischen den Genen für die 
Strukturproteine noch (teilweise überlappende) Leserahmen für weitere Nicht-Strukturproteine. 
 
 
Nach dem ORF1a/1b-Leserahmen folgen die genetischen Informationen für die 
Strukturproteine, HE (falls vorhanden), S, E, M und N. Zusätzlich dazu können noch 
verschiedenene, Virus-spezifische Gene für Nicht-Strukturproteine zwischen den 
Leserahmen der Strukturproteine vorhanden sein. Für SARS-CoV konnte gezeigt werden 
dass die Nicht-Strukturproteine in vitro verzichtbar für die Replikation sind, wahrscheinlich 
aber eine Rolle bei der Pathogenität - z.B. als Antagonisten des Immunsystems oder als 
Hemmer des Wirtsstoffwechsels - spielen (Pewe et al., 2005; Kopecky-Bromberg et al., 
2006; Chen et al., 2007; Kopecky-Bromberg et al., 2007; Schaecher et al., 2007; Pfefferle et 
al., 2009a; Hussain und Gallagher, 2010; Sharma et al., 2011). 
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1.6.3 Replikation der Coronaviren 
 
Die Infektion der Coronaviren beginnt mit der Bindung an ein geeignetes Rezeptormolekül 
auf der Oberfläche der Zielzelle. Coronaviren besitzen i.d.R eine sehr große Wirts- bzw. 
Rezeptorspezifität und je nach Vertreter kommen verschiedenen zelluläre Proteine oder 
Zuckerstrukturen als Interaktionspartner in Frage (Vlasak et al., 1988b; Williams et al., 1991; 
Delmas et al., 1992; Schultze et al., 1992; Yeager et al., 1992; Li et al., 2003; Hofmann et al., 
2005; Raj et al., 2013). Für SARS-CoV wurde gezeigt, dass das Angiotensin-konvertierende 
Enzym 2 (ACE2) als Rezeptomolekül verwendet wird (Li et al., 2003), wobei zudem auch die 
Interaktion mit den zellulären Lektine CD209 (DC-SIGN) und CD209L (L-SIGN) gezeigt 
werden konnte (Jeffers et al., 2004; Han et al., 2007). Als Folge der Bindung an den 
zellulären Rezptor kommt es zu einer Konformationsänderung des S-Proteins, wordurch 
dieses die Fusion von viraler und zellulärer Membran vermitteln kann. Bei einigen 
Coronaviren, wie dem SARS-CoV, muss das S-Protein zuvor noch von zellulären Proteasen 
gespalten werden (Simmons et al., 2005; Kam et al., 2009; Taguchi und Matsuyama, 2009; 
Bertram et al., 2011). Beim SARS-CoV ist zudem bekannt, dass es entweder nach erfolgter 
Endozytose zu einer proteolytischen Aktivierung innerhalb von Endosomen und 
anschließender Fusion mit der Endosomenmembran kommt (Simmons et al., 2005; Bosch et 
al., 2008) oder die Fusion bereits an der Plasmamembran stattfinden kann, wenn geeignete 
extrazelluläre Proteasen vorhanden sind (Watanabe et al., 2008; Belouzard et al., 2009; Kam 
et al., 2009; Matsuyama et al., 2010; Bertram et al., 2011; Simmons et al., 2011). 
 
Nach erfolgter Membranfusion wird das virale Nukleokapsid in das Zytoplasma entlassen, wo 
die charakteristische Replikationsstrategie der  Coronaviren (bzw. der Vertreter der Ordnung 
der Nidovirales) stattfinden und das virale Genom aufgrund seiner positiven Polarität und 
vorhandenen 5’-Cap Struktur direkt für die Translation verwendet werden kann (Siddell et al., 
1983a; Lai und Cavanagh, 1997). Zunächst werden die Polyproteine-1a und -1a/1b (pp1a 
bzw. pp1ab) translatiert. Sie werden durch überlappende Leserahmen (ORF1a und ORF1b) 
kodiert, an deren Übergang die virale RNS eine Sekundärstruktur - einen sogenannten 
Pseudoknoten - ausbildet, wodurch es bei der Translation an den Ribosomen zu einer 
Rasterverschiebung (frame shift) um eine Position nach hinten (-1) kommen kann, was zur 
Folge hat, dass anstelle des pp1a das pp1ab synthetisiert wird (Weiss et al., 1994; Thiel et 
al., 2003; Namy et al., 2006). Die beiden Polyproteine werden anschließend durch (auto-) 
katalytische Proteasen innerhalb der Polyproteine pp1a bzw. pp1ab prozessiert (Baker et al., 
1989; Gorbalenya et al., 1989; Denison et al., 1992; Weiss et al., 1994; Dong et al., 1995). 
 
Einleitung  59 
 
Nachfolgend sammeln sich die Proteine der Transkriptions- und Replikationsmaschinerie in 
perinukleären, membranassoziierten Komplexen, wo nachfolgend die genomischen und 
subgenomischen RNS synthetisiert werden (Brayton et al., 1984; Sethna und Brian, 1997; 
Brockway et al., 2003). Dabei dient das ursprüngliche virale Genom mit positiver Polarität als 
Ausgangsmaterial, von dem einerseits Volllänge-Antigenome, als auch subgenomische RNS 
mit negativer Polarität hergestellt werden. Die Antigenome werden wiederum für die 
Synthese von neuen Volllänge-Virusgenomen mit positiver Polarität verwendet (Siddell et al., 
1983b; Lai et al., 1984; Lai et al., 1994; Lai und Cavanagh, 1997). Die subgenomischen RNS 
mit negativer Polarität enstehen durch eine diskontinuierliche Transkription bei der 
Herstellung des Volllänge-Antigenoms und werden durch Transkriptions-regulierende 
Sequenzen (TRS) gesteuert, die sowohl am 3’-Ende des viralen Genoms (leader TRS), als 
auch vor jedem einzelnen Leserahmen (body TRS) positioniert sind. Sie dienen wiederum 
als Ausgangsmaterial für die Synthese von subgenomischen RNS mit positiver Polarität 
(subgenomische mRNS). Sämtliche subgenomische mRNS besitzen ein identisches 3’-Ende 
- weswegen man auch von einem sogenannten nested set spricht - und ein polyadenyliertes 
3’-Ende. Von diesen subgenomische mRNS wird jedoch nur jeweils der Leserahmen 
translatiert, der sich am 5’-Ende befindet (Lai et al., 1984; Spaan et al., 1984; Sethna et al., 
1989; Brian et al., 1994; Jeong und Makino, 1994; Masters, 2006; Sawicki et al., 2007). 
 
Nach der Translation bildet das N-Protein durch Interaktion mit den neugebildeten Genomen 
Nukleokapside, während die viralen Glykoproteine auf ihrem Weg durch den sekretorischen 
Signalweg an einem prä-Golgi Kompartiment, dem ERGIC, zurückgehalten werden (Lim und 
Liu, 2001), wo letztendlich der Zusammenbau der neuen Viruspartikel (Assembly) und die 
Virusknospung stattfinden (Tooze et al., 1984; Risco et al., 1998a; Risco et al., 1998b). 
Das intrazelluläre Zurückhalten der coronaviralen Glykoproteine kann sowohl (nur) durch 
Interaktion mit dem M- und E-Proteinen (z.B. SARS-CoV), als auch (zusätzlich) durch 
sogenannte Retentions-Signale innerhalb des S-Proteins (TGEV und andere Vertreter des 
Genus Alphacoronavirus) stattfinden (Swift und Machamer, 1991; Weisz et al., 1993; Locker 
et al., 1994; Lim und Liu, 2001; Schwegmann-Wessels et al., 2004; Winter et al., 2008). Der 
Transport der Viruspartikel über den Golgi-Apparat an die Zelloberfläche mit anschließender 
Reifung findet durch Transportvesikel statt (Tooze et al., 1984; Rossen et al., 1996; 
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1.6.4 Das S-Protein des SARS-CoV (SSARS) 
 
Das S-Protein des SARS-CoV (SSARS) ist ein Typ-I Membranprotein, das aus 1.255 
Aminosäuren besteht und insgesamt 23 potenzielle N-Glykosylierungsstellen besitzt, von 
denen etwa die Hälfte verwendet werden (Krokhin et al., 2003). Als Ursache für die große 
Vielfalt der verschiedenen S-Proteinen der Coronaviren werden Rekombinationsereignisse 
im Leserahmen des S-Proteins verantwortlich gemacht (Graham und Baric, 2010). Es konnte 
gezeigt werden, dass das SSARS als Homotrimer vorliegt und, im Gegensatz zu anderen 
coronaviralen S-Proteinen, nicht in der Virus-produzierenden Zelle, sondern erst beim 
Viruseintritt proteolytisch gespalten wird (Song et al., 2004; Simmons et al., 2005; Bosch et 
al., 2008; Watanabe et al., 2008; Kam et al., 2009; Belouzard et al., 2010; Matsuyama et al., 
2010; Bertram et al., 2011). Die Tatsache, dass eine Trypsin-abhängige Spaltung des SSARS, 
mit anschließender Fusion von viraler und zellulärer Membran erst nach einer Bindung des 
SSARS an hACE2 möglich ist lässt zudem darauf schließen, dass es infolge der 
Rezeptorbindung zu einer Konformationsänderung kommt (Simmons et al., 2004). 
 
Das SSARS wird in zwei Untereinheiten unterteilt (S1 und S2, Abbildung 18, A), von denen die 
S1-Untereinheit die Bindung an ACE2 vermittelt (Abbildung 18, B) und die S2-Untereinheit 
für die Fusion von viraler und zellulärer Membran während des Viruseintritts verantwortlich 
ist. Innerhalb der S1-Untereinheit befinden sich die RBD, welche mit dem RBM die 
Aminosäuren beherbergt, welche direkt mit dem hACE2 bei der Infektion interagieren (Xiao 
et al., 2003; Babcock et al., 2004; Wong et al., 2004; Chakraborti et al., 2005; Chen et al., 
2005). Innerhalb der S2-Untereinheit befinden sich neben dem putativen Fusionspeptid 
(Madu et al., 2009) noch zwei sogenannte heptad repeat Sequenzen (HR1 und HR2), die 
miteinander interagieren und infolge einer Konformationsänderung die Membranfusion 
ermöglichen (Ingallinella et al., 2004). 
In Einzelexpression wird das S-Protein des SARS-CoV im Gegensatz zu vielen anderen 
coronaviralen S-Proteinen (z.B. TGEV-S), an die Plasmamembran transportiert und zuvor 
auf dem Weg durch den Golgi-Apparat noch durch das Anhängen von komplexen 
Oligosacchariden post-translational modifiziert (Hofmann et al., 2004; Schwegmann-Wessels 
et al., 2004). Die Ursache hiefür ist das Fehlen eines sogenannten Retentionssignals in der 
zytoplasmatischen Domäne des SSARS (Schwegmann-Wessels et al., 2004). Für die S-
Proteine von anderen Coronaviren - z.B. TGEV und IBV - konnte gezeigt werden, dass ein 
Tyrosin-basiertes Motiv in der zytoplasmatischen Domäne auch ohne Interaktion mit den M- 
und E-Proteinen zu einer Akkumulation des S-Proteins in prä-Golgi Kompartimenten, wie 
dem ERGIC, führt (Schwegmann-Wessels et al., 2004; Winter et al., 2008; Lin et al., 2011). 
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1.6.4.1 Die Interaktion des SSARS mit seinem zellulären Rezeptor ACE2 und der 
Einfluss der Interaktion auf die Entstehung von pathologischen 
Veränderungen in der Lunge.   
 
Bei dem Angiotensin-konvertierende Enzym 2 (ACE2), dem zellulären Rezeptor für SARS-
CoV (Li et al., 2003; Wang et al., 2004), handelt es sich um eine Zink-Metalloprotease, die im 
Renin-Angiotensin-System (RAS) die Funktion eines negativen Regulators einnimmt, der 
entgegen der Funktion des Angiotensin-konvertierenden Enzyms (ACE) wirkt (Donoghue et 
al., 2000; Crackower et al., 2002) und so bei der Regulation des Blutdrucks, sowie bei der 
Regeneration von Verletzungen des Lungengewebes von großer Bedeutung ist (Imai et al., 
2005; Nicholls und Peiris, 2005; Imai et al., 2007; Imai et al., 2008). Es konnte gezeigt 
werden, dass Aminosäuren in der N-terminalen Hälfte des humanen (h) ACE2 (AS 24 bis 93 
und AS 325 bis 357) für die Interaktion mit dem SSARS verantwortlich sind (Li et al., 2005b). 
Für SARS-CoV konnte im Gegenzug eine Domäne (rezeptorbindende Domäne, RBD) 
innerhalb der S1-Untereinheit identifiziert werden, welche Aminosäuren enthält 
(rezeptorbindendes Motiv, RBM), die direkt mit dem hACE2 interagieren (Xiao et al., 2003; 
Babcock et al., 2004; Wong et al., 2004; Chakraborti et al., 2005; Chen et al., 2005). 
 
Insbesondere die Aminosäuren an Posion 479 (Asparagin, N) und 487 (Threonin, T) 
innerhalb der RBD sind von besonderer Bedeutung für die Interaktion zwischen ACE2 und 
SSARS. So konnte gezeigt werden, dass der Austausch dieser Aminosäuren zu den 
korrspondierenden Aminosäuren von SARS-CoV Isolaten aus der Zibetkatze (Zibetkatzen-
SARS-CoV; N479K und T487S) die Interaktion zu hACE2 fast vollständig aufhob, während 
der Einbau des N479 und T487 in die RBD des Zibetkatzen-SARS-CoV zu einer Infektion von 
hACE2-exprimierenden Zellen führte (Qu et al., 2005).  
Des Weiteren wurde bewiesen, dass das SSARS von humanen Isolaten zusätzlich in der Lage 
ist mit den ACE2-Molekülen anderer Spezies - Zibetkatze, Maderhund, Schwein, Maus und 
einige (aber nicht alle) Fledertierspezies - zu interagieren (Li et al., 2004a; Hattermann et al., 
2005; Li et al., 2005b; Li et al., 2006b; Ren et al., 2008; Xu et al., 2009; Hou et al., 2010a; 
Hoffmann et al., 2013). Im Gegensatz dazu ist ein Großteil der S-Proteine von 
fledertierassoziierten, SARS-ähnlichen CoV  (SARSr-CoV) nicht in der Lage mit ACE2 zu 
interagieren, unabhängig davon, um welche Spezies es sich handelt (Ren et al., 2008; Hou 
et al., 2010a; Hoffmann et al., 2013). Erst vor kurzer Zeit ist es einer chinesischen 
Arbeitsgruppe gelungen, S-Proteine von SARSr-CoV (Rs3367 und RsSHC014) zu 
identifizieren, welche in der Lage sind mit hACE2 zu interagieren und für den Zelleintritt zu 
verwenden (Ge et al., 2013). Dieser Arbeitsgruppe gelang es zudem erstmals ein 
vermehrungsfähiges SARSr-CoV (WIV1) zu isolieren (Ge et al., 2013). 
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Die Interaktion des SSARS mit dem zellulären ACE2 spielt zudem eine entscheidende Rolle für 
die schweren Krankheitssymptome, wie z.B dem akuten progressiven Lungenversagen 
(Acute respiratory distress syndrome, ARDS) infolge einer Infektion:  
ACE spaltet das Dekapeptid Angiotensin-I (Ang I) in das Oktapeptid Angiotensin-II (Ang II), 
welches wiederum von ACE2 zu Ang 1-7 umgewandelt und inaktiviert wird (Donoghue et al., 
2000). Zusätzlich dazu wandelt das ACE2 auch Ang I in Ang 1-9 um (Donoghue et al., 2000; 
Tipnis et al., 2000). Bei einer Infektion durch SARS-CoV (Abbildung 20) kommt es in der 
Lunge jedoch zu einer Herabregulation der ACE2-Expression (Imai et al., 2005; Kuba et al., 
2005; Oudit et al., 2009; Glowacka et al., 2010). Dies hat zur Folge, dass Ang II, welches 
nicht durch ACE2 inaktiviert wird, an den Ang-II-Rezptor-I (AT1R) binden kann, was zu einer 
gesteigerten vaskulären Permeabilität und schweren Schädigungen der Lunge (z.B. die 
Bildung von Ödemen) führt, die durch das Entgegenwirken des Ang-II-Rezeptors-II (AT2R) 




Abbildung 20: Die Rolle der Interaktion von SSARS und ACE2 bei der Schädigung der Lunge 
infolge einer Infektion durch SARS-CoV. 
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1.6.5 Die pandemische Verbreitung des SARS-CoV und die 
Entdeckung des Erregers 
 
Im folgenden Abschnitt wird die Geschichte der durch SARS-CoV ausgelösten Pandemie 
beschrieben, die im November 2002 in der Guangdong-Region Chinas startete und im 
Sommer 2004 für beendet erklärt wurde. Laut Angaben der WHO (WHO, 2003g) wurden in 
28 Ländern der Erde insgesamt 8.096 Personen infiziert, von denen 744 an den Folgen von 
SARS verstarben (Tabelle 5). Zusätzlich ist in Abbildung 21 eine Übersicht der betroffenen 
Länder mit Hinweisen auf das Ausmaß der Infektionen dargestellt sowie ob es sich bei den 





Abbildung 21: Übersicht der gemeldeten SARS-CoV Infektionen (WHO, 2003g) 
Die erste gemeldete SARS-CoV Infektion trat in der chinesischen Guangdong-Region (grüner Stern) 
auf und die Anzahl der SARS-CoV-Infektionen je Land sind wie folgt dargestellt: grau = keine 
gemeldeten Infektionen; gelb = 1 bis 10 gemeldete Infektionen; senfgrün = 10 bis 100 gemeldete 
Infektionen; orange = 100 bis 1.000 gemeldete Infektionen; rot = mehr als 1.000 gemeldete 
Infektionen. Zusätzlich dazu sind Länder mit eigenen Infektionsketten (zusätzlich zu den importierten 
Infektionen) durch Querstreifen markieren. 
 
 
Erste dokumentierte Infektionen mit dem damals noch unbekannten SARS-CoV wurden im 
November 2002 registriert, als in der chinesischen Guangdong-Region vermehrt Fälle einer 
atypischen Pneumonie auftraten. Bis zum März des Folgejahres kam es neben weiteren 
Fällen in der Guangdong-Region zudem ebenfalls in Vietnam sowie Hong Kong zu einem 
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verstärkten Auftreten von atypischen Pneumonien (Breiman et al., 2003; Rosling und 
Rosling, 2003; Tsang et al., 2003; WHO, 2003a; Zhao et al., 2003; Zhong et al., 2003).  
Retrospektiv wurde festgestellt, dass es während dieser Phase in einem Hotel in der 
Guangdong-Region zu der Entstehung einer Infektionskette (mindestens weitere zwölf 
Personen) kam, die durch einen (infizierten) Arzt, welcher zuvor Patienten mit einer 
atypischen Pneumonie behandelt hatte, ausgelöst wurde (Demmler und Ligon, 2003; 
Anderson et al., 2004; Skowronski et al., 2005). Durch den globalen Flugverkehr gelangten 
die infizierten Personen in weitere Länder (Kanada, Singapur, Vietnam) bevor sie aufgrund 
der Symptome einer atypischen Pneumonie ebenfalls in Krankenhäusern behandelt werden 
mussten. Bei der Behandlung der Erkrankten kam es zu weiteren Infektionen unter dem 
medizinischen Personal als auch zu weitere Infektions-Clustern wie beispielsweise in Hanoi, 
Vietnam (Lee et al., 2003). 
 
Die Erkrankung wurde von dem italienischen Arzt Dr. Carlo Urbani, einem Mitarbeiter der 
WHO, der zur Aufklärung der Erkrankung in Vietnam eingestzt war, als schweres akutes 
Atemwegssyndrom (SARS) bezeichnet. Dr. Urbani verstarb am 29. März 2003 an den 
Folgen von SARS. Zunächst wurden FLUAV vom Subtyp H5N1 als Auslöser von SARS in 
Betracht gezogen, da es bei mehreren Patienten in Hong Kong nachgewiesen werden 
konnte und bereits im Jahr 1997 in Hong Kong für mehrere (teils tödlich verlaufende) 
Infektionen bei Menschen verantwortlich war (WHO, 2003c; Peiris et al., 2004). Als dann im 
Verlaufe des März 2003 weitere SARS-Fälle, u.a. in Kanada (ausgehend von der Infektion 
eines Gastes aus dem Hotel in der Gungdong Provinz, sowie weiteren Infektionen im 
familiären Umfeld) auftraten, wurde von der Weltgesundheitsorganisation, WHO (World 
Health Organization), eine weltweite Warnung vor der Erkrankung ausgerufen (WHO, 2003b; 
WHO, 2003d). In der Zwischenzeit wurden weitere Infektionen, v.a. bei dem medizinischen 
Personal, das mit der Behandlung von Patienten zu tun hatte, verzeichnet (WHO, 2003e). 
Des Weiteren wurden in Deutschland (Frankfurt) ein Mediziner aus Singapur, der Patienten 
mit einer atypischen Pneumonie behandelt hatte, sowie zwei Begleitpersonen unter 
Quarantäne gestellt (Rickerts et al., 2003).  
Bis Ende März kam es zu insgesamt 1.622 dokumentierten Fällen mit 58 Toten. 
Infolgedessen wurde ein weltweites Netzwerk aus verschiedenen Laboratorien gebildet, das 
mit der Erforschung der Ursache für SARS beauftragt war (WHO Multicentre Collaborative 
Network for SARS Diagnosis, 2003). Im April 2003 wurde ein bisher unbekanntes Virus aus 
der Familie der Coronaviridae von drei unterschiedlichen Arbeitsgruppen als Auslöser für 
SARS identifiziert (Drosten et al., 2003; Ksiazek et al., 2003; Peiris et al., 2003), das zudem 
die Koch’schen Postulate erfüllte (Fouchier et al., 2003). Während gegen Ende April die 
Infektionen in Vietnam, Hong Kong, Singapur und Kanada ihren Höhepunkt erreichten, 
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wurden in China (mit mittlerweile 3.460 potenziellen Infektionen) mehr Fällen als in dem Rest 
der Erde zusammen (5.663 potenzielle Fälle) verzeichnet.  
 
Land Infektionen Todesfälle (%) 
Importierte 
Infektionen (%)
Australien 6 0 (0) 6 (100)
China* 5327 349 (7) keine Daten 
China (Provinz: Taiwan) 346 37 (11) 21 (6) 
China (Sonderverwaltungszone: Hong Kong) 1755 299 (17) keine Daten 
China (Sonderverwaltungszone: Macao) 1 0 (0) 1 (100) 
Deutschland 9 0 (0) 9 (100) 
Frankreich 7 1 (14) 7 (100) 
Großbritannien 4 0 (0) 4 (100) 
Indien 3 0 (0) 3 (100) 
Indonesien 2 0 (0) 2 (100) 
Italien 4 0 (0) 4 (100) 
Kanada 251 43 (17) 5 (2) 
Kuwait 1 0 (0) 1 (100) 
Malaysia 5 2 (40) 5 (100) 
Mongolei 9 0 (0) 8 (89) 
Neuseeland 1 0 (0) 1 (100) 
Philippinen 14 2 (14) 7 (50) 
Republik Irland 1 0 (0) 1 (100) 
Republik Korea 3 0 (0) 3 (100) 
Rumänien 1 0 (0) 1 (100) 
Russland 1 0 (0) keine Daten 
Schweden 5 0 (0) 5 (100) 
Schweiz 1 0 (0) 1 (100) 
Singapur 238 33 (14) 8 (3) 
Spanien 1 0 (0) 1 (100) 
Südafrika 1 1 (100) 1 (100) 
Thailand 9 2 (22) 9 (100) 
USA 27 0 (0) 27 (100) 
Viet Nam 63 5 (8) 1 (2) 
Summe: 8096 744 142 
Tabelle 5: Verteilung der SARS-Infektionen (WHO, 2003g) 
Die Anzahl der Infektionen, Todesfälle (Mortalität in %) sowie der importierten Infektionen basiert auf 
den Angaben der WHO (WHO, 2003g). Fettgedruckte Länder zeigen an, dass hier zusätzlich zu 
importierten Infektionen auch Sekundärinfektionen (Infektionsketten) auftraten. 
*: Land in dem die erste gemeldete SARS-CoV Infektion auftrat. 
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Bis Ende Mai 2003 wurde eine Gesamtzahl von 7.919 potenziellen Infektionen und 662 
Toten verzeichnet. Insgesamt standen zu diesem Zeitpunkt 28 Länder unter dem Verdacht 
betroffen zu sein (WHO, 2003f). 
 
Zu einem Abklang in der Zahl der Neuinfektionen kam es ab dem Sommer 2003 und im Mai 
2004 wurde von der WHO die SARS-Pandemie für beendet erklärt (WHO, 2004). Tabelle 5 
gibt eine Übersicht über die von der WHO veröffentlichten Zahlen zur Anzahl der 
(importierten) Infektionen und den Todesfällen je Land. 
 
 
1.6.6 SARS-CoV und fledertierassoziierte SARSr-CoV 
 
Während der systematischen Suche nach dem Ursprung der SARS-Infefektion wurden 
Coronaviren mit hoher verwandtschaftlicher Nähe zum SARS-CoV in verschiedenen 
Tierspezies auf chinesischen Lebensmittelmärkten sowie den dortigen Menschen identifiziert 
(Guan et al., 2003b). Die gezielte Suche nach Hinweisen für das Vorkommen von SARS-
CoV in exotischen Tieren auf Lebensmittelmärkten wurde durchgeführt, weil anfängliche 
Infektionen in der Guangdong-Region bei Restaurantangestellten auftraten, die Kontakt zu 
Wildtieren - welche in asiatischen Ländern als Delikatessen gelten - von eben diesen 
Lebensmittelmärkten hatten (Zhong et al., 2003; Wang et al., 2005). Zudem war SARS-CoV 
ein komplett neues Virus ohne größere verwandtschaftliche Beziehung zu bekannten 
humanpathogenen Coronaviren und es wurde daher angenommen, dass es aus einem 
tierischen (natürlichen) Reservoir stammte (Drosten et al., 2003; Ksiazek et al., 2003; Peiris 
et al., 2003; SARS Mol Epidem Cons, 2004).  
Bei den Tierspezies, welche positiv auf das Vorhandensein von verwandten Coronaviren 
zum SARS-CoV getestet wurden, handelte es sich um Marderhunde (Nyctereutes 
procyonoides), chinesische Sonnendachse (Melogale moschata) und Zibetkatzen (Paguma 
larvata), die positiv auf das Vorhandensein von SARS-CoV-spezifischen Nukleinsäuren bzw. 
-reaktiven Antikörpern getestet wurden und / oder aus denen die Isolierung von verwandten 
Coronaviren des SARS-CoV gelang (Guan et al., 2003b; Wang et al., 2006). Die Frage, ob 
es sich bei einem oder mehreren dieser Tiere um das natürliche Reservoir, einen 
Zwischenwirt oder zufällig infizierte Tiere handelte, konnte zunächst jedoch nicht geklärt 
werden (Guan et al., 2003b). Erst in nachfolgenden Studien konnte gezeigt werden, dass 
Zibetkatzen nicht das natürliche Reservoir des SARS-CoV darstellten sondern als 
Zwischenwirt dienten (amplifying host), in dem eine genetische Veränderung des SARS-CoV 
vollzogen wurde, die eine anschließende Infektion des Menschen, mit nachfolgender 
Mensch-zu-Mensch Übertragung ermöglichte (Li et al., 2005b; Song et al., 2005; Wu et al., 
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2005). So konnte gezeigt werden, dass Wildtiere, welche auf Lebensmittelmärkten 
angeboten wurden, über spezifische Antikörper gegen SARS-CoV verfügten. Im Gegensatz 
dazu besaßen Tiere, welche auf Farmen gezüchtet wurden, keine solchen Antikörper (Tu et 
al., 2004; Kan et al., 2005). Zudem sprach die Tatsache, dass Zibetkatzen ebenfalls infolge 
einer SARS-CoV Infektion erkrankten gegen die Definition eines natürliches Reservoirs 
(Hudson et al., 2002; Wu et al., 2005). 
 
Seit 2004 wurden SARS-CoV zunehmen mit verschiedenen Fledertierspezies (hauptsächlich 
vom Genus Rhinolophus) in Verbindung gebracht, da sowohl Nukleinsäuren von SARSr-CoV 
als auch Antikörper detektiert wurden, die spezifisch gegen SARS-CoV gerichtet waren (Lau 
et al., 2005; Poon et al., 2005; Ren et al., 2006; Muller et al., 2007; Hon et al., 2008; Pfefferle 
et al., 2009b; Drexler et al., 2010; Quan et al., 2010; Rihtaric et al., 2010; Gouilh et al., 2011; 
Demogines et al., 2012; Ge et al., 2013; Yang et al., 2013). Die Tatsache, dass Fledertiere - 
genauer Hufeisennasen-Fledermäuse der Gattung Rhinolophus - eine Vielfalt an 
verschiedenen SARSr-CoV mit einer großen genetischen Variabilität beherbergen, welche 
zudem mit den humanen und Zibetkatzen-Isolaten des SARS-CoV ein phylogenetisches 
Cluster bilden, lieferte zusammen mit der (wellt-) weiten Verteilung von (seropositiven) 
Fledertierspezies (Abbildung 22 und Tabelle 6) deutliche Hinweise darauf, dass hier das 
natürliche Reservoir von SARS- und SARSr-CoV liegt (Wang et al., 2006; Wong et al., 2007; 
Shi und Hu, 2008; Woo et al., 2009). Zudem wurden neben SARSr-CoV noch eine Vielzahl 
an weiteren Fledertier-assozierten Coronaviren aus den Genera Alphacoronavirus und 
Betacoronavirus detektiert, was darauf schließen lässt, dass Fledertiere nicht nur ein 
natürliches Reservoir für SARS- und SARSr-CoV, sondern für eine große Anzahl an 
Coronaviren darstellen (Woo et al., 2006; Muller et al., 2007; Vijaykrishna et al., 2007; Gloza-
Rausch et al., 2008; Pfefferle et al., 2009b; Osborne et al., 2011). 
 
Lange Zeit fehlten jedoch die endgültigen Beweise für die Rolle von Fledertieren als 
natürliches Reservoir, da (i) trotz der gerellen Ähnlichkeit der verschiedenen SARS- und 
SARSr-CoV Genome speziell die S-Proteine deutliche Unterschiede (Mutationen oder 
Insertionen; insbesonders im RBD) aufwiesen (Li, 2013), (ii) kein replikationsfähiges SARSr-
CoV aus Fledertieren isoliert werden konnte (Lau et al., 2005; Poon et al., 2005; Tang et al., 
2006; Gloza-Rausch et al., 2008; Ren et al., 2008; Drexler et al., 2010; Gouilh et al., 2011) 
sowie (iii) für kein SARSr-CoV bzw. S-Protein von SARSr-CoV eine Interaktion mit humanen 
Zellen oder ACE2-Molekülen von verschiedenen Tierspezies nachgewiesen werden konnte 
(Ren et al., 2008; Hoffmann et al., 2013). Lediglich ein rekombinantes SARSr-CoV, in 
dessen S-Protein die RBD des SSARS eingebaut wurde, war in der Lage mit hACE2 zu 
interagieren und hACE2-exprimierende Zellen zu infizieren (Becker et al., 2008). 
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Abbildung 22: Weltweite Übersicht der Länder in denen SARSr-CoV detektiert wurden. 
Länder in denen SARSr-CoV detektiert wurden sind rot markiert. Farbige Punkte zeigen die 
Ursprungsorte der in dieser Arbeit verwendeten SARS- (blau; China: SSARS vom BJ01-Isolat, 




Erst durch die Detektion von SARSr-CoV, deren S-Proteine in der Lage sind mit hACE2 zu 
interagieren und die Infektion von hACE2-exprimierende Zellen zu vermitteln, sowie die 
erstmals erfolgreiche Isolierung eines vermehrungsfähigen SARSr-CoV aus einer 
chinesischen Hufeisennasen-Fledermaus (Rhinolophus sinicus) gelang es, die fehlenden 
Beweise für die Rolle von Fledertieren als das natürliche Reservoir für SARS- und SARSr-
CoV zu erbringen (Ge et al., 2013). Hierdurch konnte gezeigt werden, dass Fledertiere 
SARSr-CoV beherbergen, welche bereits in der Lage sind mit dem ACE2-Molekülen von 
verschiedenen Spezies (Mensch, Zibetkatze, Hufeisennasen-Fledermaus) zu interagieren 
und insbesondere in der RBD eine deutlich größere phylogenetische Verwandtschaft zum 
SARS-CoV-S als sämtliche zuvor identifizierten SARSr-CoV aufweisen (Ge et al., 2013).  
 
So bestünde die prinzipielle Möglichkeit, dass ein solches SARSr-CoV ohne 
vorangegangene Adaptation in der Zibetkatze den Menschen infizieren konnte, was jedoch 
noch nicht bewiesen werden konnte (Ge et al., 2013; Wang und Hu, 2013). Zudem konnte 
bislang ebenfalls noch nicht geklärt werden, was der zellluläre Rezeptor der vielen SARSr-
CoV ist, welche nicht mit ACE2 interagieren und für die bislang keine Virusisolierung 
gelungen ist. Hier besteht noch weiterer Forschungsbedarf um die Rolle der Fledertiere als 
natürliches Reservoir für SARS- und SARSr-CoV tiefgreifender zu definieren und das Risiko 
für eventuell zukünftige zoonotische Infektionen durch SARSr-CoV abzuschätzen. 
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Spezies Land Literatur S-Protein
Chae. plicata China (Yang et al., 2013)  
Hip. commersoni Nigeria (Quan et al., 2010)  
Hip. spec. Ghana (Pfefferle et al., 2009b)  
Rh. blasii Bulgarien (Drexler et al., 2010) SBg08 
Rh. cornutus Japan unveröffentlicht*1  
Rh. euryale Bulgarien (Drexler et al., 2010) SBB-99-04 
Rh. ferrumequinum 
Bulgarien  (Drexler et al., 2010)  
China (Li et al., 2005a; Tang et al., 2006)  
Italien (Balboni et al., 2012)  
Rh. hipposideros 
Bulgarien  (Drexler et al., 2010)  
Italien (Lelli et al., 2013)  
Slowenien (Rihtaric et al., 2010)  
Spanien unveröffentlicht*2  
Rh. macrotis China (Li et al., 2005a; Tang et al., 2006)  
Rh. mehelyi Bulgarien (Drexler et al., 2010)  
Rh. sinicus China (Li et al., 2005a; Yuan et al., 2010; Ge et al., 2013) SRp3 
Rh. spec. China (Lau et al., 2005)  
unbekannt Spanien (Falcon et al., 2011)  
Tabelle 6: Übersicht über Fledertierpezies, in denen SARSr-CoV detektiert wurden. 
Unter der Rubrik S-Protein sind solche SARSr-CoV-S aufgeführt, welche während dieser Arbeit 
verwendet wurden: SBB-99-04, SBg08 und SRp3. (Chae. = Chaerephon; Hip. = Hipposideros; Rh. = 
Rhinolophus) 
*1: AB889995.1 bis AB890000.1 




Im Jahr 2012 wurde zudem ein weiteres humanpathogenes Coronavirus identifiziert, das ein 
ähnliches klinisches Bild zu einer SARS-CoV Infektion hervorruft und bislang in neun 
Ländern (Deutschland, Frankreich, Großbritannien, Italien, Jordanien, Katar, Saudi Arabien, 
Tunesien und die Vereinigten Arabischen Emirate) auftrat, wobei die Fälle jeweils direkte 
bzw. indirekte Verbindungen zum Mittleren Osten aufwiesen (Bermingham et al., 2012). 
Aufgrund der Verknüpfung der Erkrankung mit dem Mittleren Osten wurde sie das Mittlerer-
Osten-Atemwegssyndrom (Middle East respiratory syndrome, MERS; alter Name HCoV-
EMC) und der Erreger das MERS-CoV benannt. Bis Ende 2013 kam es zu insgesamt 170 
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bestätigten Infektionen mit 72 Todesfällen, was einer Mortalitätsrate von 42,4 % entspricht 
(WHO, 2013a). Wie SARS-CoV gehört auch das MERS-CoV zum Genus Betacoronavirus 
und auch für dieses Virus konnten ähnliche, nah-verwandte Viren in Fledertieren aber auch 
in Igeln detektiert werden (Ithete et al., 2013; Lau et al., 2013; Corman et al., 2014).  
Obwohl die S-Proteine von SARS- und MERS-CoV in ihrer Grundstruktur Ähnlichkeiten 
aufweisen, sind ihre RBDs deutlich verschieden und es wurde zudem gezeigt dass das 
MERS-CoV nicht mit ACE2 oder anderen bekannten Coronavirus-Rezeptoren interagiert 
(Muller et al., 2012; Gierer et al., 2013). Vor Kurzem konnte die Dipeptidyl-Petidase 4 (DPP4) 
als zellulärer Rezeptor für das MERS-CoV identifiziert werden und es wurde zudem gezeigt, 
dass eine große Bandbreite an verschiedenen Spezies bzw. Zelltypen infizierbar sind (Muller 
et al., 2012; Gierer et al., 2013; Raj et al., 2013; Wang et al., 2013). Es gibt auch Hinweise 
dafür, dass Dromedare eventuell einen Zwischenwirt für das MERS-CoV repräsentieren 
(Haagmans et al., 2013; Perera et al., 2013; Reusken et al., 2013). 
 
 
1.6.6.1 Die Rolle der Zibetkatze (Paguma larvata) bei der Adaptation des 
SARS-CoV an den Menschen. 
 
Für die Infektion des Menschen durch SARS-CoV war nach bisherigen Erkenntnissen eine 
vorangegangene Adaptation in einem Zwischenwirt (intermediate host bzw. amplifying host) 
nötig, der Zibetkatze (Paguma larvata, Abbildung 23). Zusätzlich dazu wird angenommen, 
dass eine mehrfache Übertragung des SARS-CoV zwischen der Zibetkatze und dem 
Menschen letztendlich zur Enstehung eines pandemischen SARS-CoV-Stammes führte (Li 
et al., 2005a; Sheahan et al., 2008):  
 
Bei dieser Adaptation von Zibetkatzen-spezifischen SARS-CoV-Stämmen an die Interaktion 
mit hACE2 und damit der Infektion des Menschen hatte die K479N-Mutation in der RBD des 
SSARS einen großen Anteil, da sie die Ausbildung einer Salzbrücke mit der Glutaminsäure an 
Position 35 (E35) erleichterte (Li, 2013). Im Gegensatz dazu ist die Aminosäure an Position 
487 mehr für die Effizienz der Mensch-zu-Mensch Übertragung von Bedeutung. So haben 
Zibekatzen-spezifische und niedrig-pathogene, humane SARS-CoV-Stämme an dieser 
Position ein Serin (S487) und können nur von Zibetkatze zu Zibetkatze und nicht von Mensch 
zu Mensch übertragen werden. Isolate, die an dieser Position hingegen ein Threonin (T487) 
besitzen, können von Mensch zu Mensch übertragen werden (Li, 2013). Zusätzlich zum N479 
und T487 existieren je nach SARS-CoV-Isolat noch weitere Muationen in der RBM des S-
Proteins, die Einfluss auf Bindungsaffinität besitzen. So sind bei der Adaptation des SSARS 
vom Zibetkatzen-ACE2 an das hACE2 noch drei weitere Mutationen aufgetreten (Y442F, 
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P472F und G480D), die alle in der Nähe der wichtigen Bindungsstellen E35 und K353 auf dem 
hACE2 liegen (Wu et al., 2012; Li, 2013). 
 
Wie zuvor bereits erwähnt lassen neueste Untersuchungen, in denen ein SARSr-CoV aus 
Fledertieren isoliert werden konnte, welches in der Lage ist mit humanem ACE2 zu 
interagieren auch das Szenario zu, dass eine Infektion des Menschen ohne Zwischenwirt 
möglich gewesen sein könnte (Ge et al., 2013). 
 
 
Abbildung 23: Adaptive Mutationen im SSARS für die Interaktion mit hACE2. 
Bei der Anpassung des SSARS an die Interaktion mit hACE2 und der Infektion des Menschen spielten 
vor allem die Aminosäurepositionen 479 und 487 eine Rolle. E wird angenommen dass eine Evolution 
des rezeptorbindenden Motivs des S-Proteins eines SARSr-CoV zu einer Verbreiterung des 
Wirtsspektrums führte und so u.a. Zibetkatzen (Paguma larvata) infiziert werden konnten, die als 
Zwischenwirt für die Adaptation an den Menschen (bzw. das hACE2) dienten. Während der Infektion 
von Zibetkatzen kam es zu einer weiteren Adaptation der RBD, bei der SSARS mit K479N- und S487T-
Mutationen enstanden, die effizient das hACE2 verwendeten, schwere Infektionsverläufe hervorriefen 
und von Mensch zu Mensch übertragen werden konnten. Zusätzlich dazu enstanden auch SARS-CoV 
Isolate, die nur die K479N-Mutation aufwiesen und zu einem milden Krankheitsverlauf ohne Mensch-
zu-Mensch Übertragung führte. Neueste Untersuchungen weisen zudem darauf hin, dass auch eine 




1.7 Das Virus der vesikulären Stomatitis als 
„molekularbiologisches Werkzeug“ 
 
Da von den (in dieser Arbeit behandelten) SARSr-CoV (Rp3, Bg08 bzw. BB-99-04) nur der 
Nachweis von Nukleinsäuren gelang und es es bisher nicht möglich gewesen ist, eines 
dieser Viren zu isolieren, war es notwendig, Alternativsysteme und -methoden für die 
Untersuchung der S-Proteine von SARSr-CoV (SRp3, SBg08 bzw. SBB-99-04) beim Viruseintritt zu 
verwenden. Die verschiedenen Methoden sind im Abschnitt 4 („Methoden“) detailliert 
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beschrieben. Es sei an dieser Stelle nur ein besonderes Augenmerk auf das Virus der 
vesikulären Stomatitis gelegt, welches für die Untersuchung des SSARS bzw. des SRp3, SBg08 
und SBB-99-04 im Kontext einer Virusinfektion verwendet wurde und in der Molekularvirologie 
ein „molekularbiologisches Werkzeug“ für viele Anwendungen und Fragestellungen ist. 
Bei dem Virus der vesikulären Stomatitis (VSV) handelt es sich um einen Prototyp-Vertreter 
der Familie Rhabdoviridae (Ordnung Mononegavirales). Es gehört zum Genus Vesiculovirus 
und ist neben dem Tollwutvirus (Genus Lyssavirus) eines der am besten studierten 
Rhabdoviren. VSV ist ein weitverbreitetes, membranumhülltes Virus mit einer 
geschossähnlichen Morphologie (Newcomb et al., 1982) und einem unsegmentierten RNS-
Genom mit negativer Polarität (Abbildung 24, A). Zu den natürlichen Wirten zählen 
Säugetiere wie Pferde, Rinder und Schweine. Insekten dienen zudem als Vektoren für die 
Übertragung. Es existieren zwei VSV-Serotypen, Indiana und New Jersey (Mead et al., 2000; 
Lyles und Rupprecht, 2007). 
 
 
Abbildung 24: Schematische Darstellung eines VSV-Partikels und seines Genoms. 
(A) VSV hat eine geschossähnliche Gestalt und ist von einer Lipiddoppelschicht umgeben (Virushülle), 
die von der Zellmembran der Wirtszelle abstammt. In die Virushülle eingebettet befindet sich das 
Glykoprotein (G), welches Rezeptorbindung und Membranfusion vermittelt. An der Innenseite der 
Virushülle befindet sich eine Schicht aus Matrixproteinen (M). Das M-Protein interagiert mit dem 
Ribonukleoproteinkomplex, der sich aus dem viralem Genom, der RNS-abhängigen-RNS-Polymerase 
(RdRp, L), dem Nukleo- (N) und dem Phosphoprotein (P) zusammensetzt. Das N-, P- und L-Protein 
bilden zusammen den Polymerasekomplex, welcher sowohl die Virusreplikation als auch die 
Transkription der viralen mRNS vermittelt. (B) Das VSV-Genom besteht aus unsegmentierter, 
einzelsträngger RNS mit negativer Polarität. Es hat eine Größe von 11.161 Nukleotiden und kodiert für 
fünf virale Proteine deren ORFs (N, P, M G und L) durch intergenische Regionen (IR) getrennt sind, 
welche die Transkription regulieren. Am Anfang und Ende des Genoms befinden sich ebenfalls 
regulatorische Elemente (Leader und Trailer), die für die Initiierung von Replikation bzw. Transkription 
(Leader) sowie der Assemblierung neugebildeter Viren (Trailer) essentiell sind. 
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Das in die Virushülle eingebettete Glykoprotein (G) ist das einzige Oberflächenprotein des 
VSV. Es ist ein virales Klasse-III Fusionsprotein und sorgt - durch die Interaktion mit dem 
zellulären low density lipoprotein (LDL-) Rezeptor, sowie verwandten Moleküle der LDL-
Rezeptor Familie - für die Bindung des VSV an Zielzellen (Finkelshtein et al., 2013). Des 
Weiteren vermittelt das G-Protein nach der - durch rezeptorvermittelten Endozytose 
bedingeten - Aufnahme in Endosomen, die Fusion von viraler und zellulärer (Endosomen-) 
Membran. Die Fusion geschieht durch eine Konformationsänderung des G-Proteins aufgrund 
des niedrigen pH-Wertes im Inneren der Endosomen (Roche und Gaudin, 2002; Roche et 
al., 2006; Roche et al., 2007). An der Innenseite der Virushülle befindet sich eine Schicht des 
Matrixproteins (M), welches eine bedeutende Rolle bei der Virusreifung und -freisetzung, der 
Unterbindung einer zellulären Immunantwort sowie der Induktion von Apoptose spielt  (Black 
und Lyles, 1992; Jayakar et al., 2000; Petersen et al., 2000; von Kobbe et al., 2000; Harty et 
al., 2001; Kopecky et al., 2001; Petersen et al., 2001; Kopecky und Lyles, 2003; Stojdl et al., 
2003). 
 
Das VSV-Genom (Abbildung 24, B) besteht aus unsegmentierte, einzelsträngger RNS mit 
negativer Polarität und kann daher in infizierten Zellen nicht direkt translatiert werden. Es hat 
eine Größe von 11.161 Nukleotiden (Schubert et al., 1984; Lyles und Rupprecht, 2007), ist 
durch eine Interaktion mit dem Nukleoprotein verpackt und zusätzlich mit dem 
Phosphoprotein (P) sowie der viralen RNS-abhängigen-RNS-Polymerase (RdRp, L) als 
Ribonukleoproteinkomplex (Thomas et al., 1985) assoziiert. Es besitzt fünf offene 
Lesrahmen, die für ebenfalls fünf verschiedenen Virusproteine kodieren. Durch ein 
Zusammenwirken des N-, P- und L-Proteins (Polymerasekomplex) - wobei das P- und L-
Protein zusammen die aktive Form der RdRp bilden (Banerjee, 1987; Pattnaik und Wertz, 
1990) -  sowie spezifischen Wirtsfaktoren, werden sowohl die Transkription als auch die 
Replikation durchgeführt (Blumberg et al., 1981; Hill und Summers, 1982; Peluso und Moyer, 
1983; Perrault et al., 1983; Patton et al., 1984). Die Transkription der viralen Gene (durch 
den Polymerasekomplex) findet durch einen Mechanismus aus Pause und Re-Initiierung 
statt und ist durch konservierte, 23 Nukleotide umfassend Bereiche zwischen den Genen 
reguliert (intergenische Regionen). Diese Regionen besitzen sowohl Signale für die 
Initiierung der Transkription als auch die Polyadenylierung. Der gesamte Vorgang der 
Transkription geschieht in sequenzieller Reihenfolge über einen einzigen Promotor in der 
sogenannten Leader-Sequenz am 3’-Ende des Genoms (Abraham und Banerjee, 1976; Ball 
und White, 1976; Colonno und Banerjee, 1978; Whelan und Wertz, 1999b), was zu einer 
abnehmenden Konzentration der individuellen, monocistronischen mRNS-Trankripte, in 
Richtung des 5’-Endes (N > P > M > G > L) führt (Iverson und Rose, 1982). Für die am 5’-
Ende positionierte Trailer-Sequenz wurde gezeigt, dass sie sowohl an der Replikation 
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(Whelan und Wertz, 1999b) als auch an der Verpackung der neugebildeten VSV-Genom in 
reifende Viruspartikel beteiligt ist (Whelan und Wertz, 1999a). Nach erfolgreicher Genom-
Replikation und Synthese der viralen Proteine vermittelt das M-Protein durch Interaktion mit 
dem G-Protein und den neugebildeten Ribonukleoproteinkomplexen den Knospungsprozess 
an der Plasmamembran (Dubovi und Wagner, 1977; Mudd und Swanson, 1978; Mancarella 
und Lenard, 1981; Wagner, 1987). 
 
In der Forschung wird VSV häufig als Modell-Virus für die Untersuchung der Virusevolution 
(Holland et al., 1982; Domingo et al., 1996), sowie insbesondere des Viruseintritts und der 
Virus-Wirt-Interaktion von membranumhüllten RNS-Viren eingesetzt, da es u.a. (i) eine große 
Bandbreite an verschiedenen Zelltypen infizieren kann (Lichty et al., 2004; Furr et al., 2008; 
Chauhan et al., 2010; Furr et al., 2010), (ii) sich i.d.R. zu hohen Virustitern vermehrt (Lyles 
und Rupprecht, 2007), (iii) den Einbau von Glykoproteinen anderer Viren in seine Virushülle 
(mit unterschiedlicher Effizienz) zulässt (Roth und Compans, 1981; Hanika et al., 2005; 
Ronecker et al., 2008; Kaku et al., 2012; Hoffmann et al., 2013) und (iv) es durch die 
Etablierung eines rekombinanten Systems möglich ist, das VSV-Genom gezielt zu 
modifizieren (Lawson et al., 1995; Whelan et al., 1995). Letzteres wird z.B. dazu verwendet, 
VSV-basierte Impstoffe (Kahn et al., 1999; Roberts et al., 1999a; Grigera et al., 2000; Rose 
et al., 2000; Schlereth et al., 2000; Geisbert et al., 2008a) und Vektoren für den gezielten 
Transport von therapeutischen Genen in vivo zu entwickeln (Fernandez et al., 2002; 
Porosnicu et al., 2003). Zudem vird versucht, VSV in der onkolytische Virustherapy 
(Balachandran und Barber, 2000; Balachandran et al., 2001; Porosnicu et al., 2003) 
einzusetzen. 
 




Ziel dieser Arbeit ist die Charakterisierung der Rolle des Spike Glykoproteins (S) von SARS- 
und SARS-ähnlichen (SARSr-) Coronaviren (CoV) beim Viruseintritt in Säugetierzelllinien, 
mit besonderem Fokus auf Fledertiere (Ordnung: Chiroptera).  
 
Kleine Säugetiere aus den Ordnungen der Nager (Rodentia) und Fledertiere (Chiroptera) 
repräsentieren ein bedeutendes natürliches Reservoir für zoonotische Viren. Insbesondere 
für Fledertiere konnte gezeigt werden, dass sie eine große Vielfalt an Viren beherbergen 
(Calisher et al., 2006; Shi, 2013; Smith und Wang, 2013), welche eine nahe Verwandtschaft 
zu humanpathogenen Viren besitzen (Li et al., 2005a; Pfefferle et al., 2009b; Drexler et al., 
2012a; Drexler et al., 2012b; Tong et al., 2012; Annan et al., 2013; Drexler et al., 2013; Ithete 
et al., 2013) und / oder in der Lage sind, die Speziesbarriere zu überwinden und schwere 
Infektionen bei Menschen hervorrufen können. Letzteres geht meist mit einer hohen 
Morbidität und / oder Mortalität einher (Leroy et al., 2005; Towner et al., 2009; Banyard et al., 
2011; Halpin et al., 2011). Die zoonotische Übertragung des schwer-akuten 
Atemwegssyndrom-assoziierten Coronavirus (Severe acute respiratory syndrome-associated 
coronavirus, SARS-CoV), dem Erreger einer schweren, atypischen Pneumonie (Drosten et 
al., 2003; Ksiazek et al., 2003; Peiris et al., 2003; Rota et al., 2003) ist hierfür als Beispiel 
anzusehen und die Tatsache, dass Hufeisennasen-Fledermäuse der Gattung Rhinolophus 
eine Fülle an Coronaviren tragen, welche dem SARS-CoV sehr nah verwandt sind (Lau et 
al., 2005; Li et al., 2005a; Poon et al., 2005; Muller et al., 2007; Pfefferle et al., 2009b; 
Drexler et al., 2010; Yuan et al., 2010; Ge et al., 2013; Yang et al., 2013) lässt davon 
ausgehen, dass Fledertiere das natürliche Reservoir für SARS- und SARS-ähnliche 
Coronaviren (SARSr-CoV) darstellen (Gouilh et al., 2011; Ge et al., 2013; Wang und Hu, 
2013).  
Für die Infektion ist das S-Protein des SARS-CoV (SSARS) von entscheidender Bedeutung, da 
es neben dem Wirtstropismus, d.h. die Bindung an ACE2 (Li et al., 2003; Wang et al., 2004), 
auch die Fusion der viralen und zellulären Membranen vermittelt. Im Falle der S-Proteine der 
SARSr-CoV ist erst seit Kurzem bekannt, dass ein geringer Anteil von ihnen in der Lage ist, 
mit ACE2 zu interagieren (Ge et al., 2013). Für den Großteil der SARSr-CoV ist bislang 
jedoch noch keine Interaktion mit ACE2 gezeigt worden und es ist daher unbekannt, ob 
hACE2 oder Fledertier-ACE2 für diese SARSr-CoV als Rezeptor dienen kann. 
 
Bei der Untersuchung des SSARS- und SARSr-CoV-S-vermittelten Viruseintritts steht eine 
vielfältige Auswahl an Fledertierzelllinien im Zentrum der Arbeit.  
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Es sollen Volllänge-ORFs der S-Proteine von SARSr-CoV aus SARSr-CoV-positiven RNS-
Proben von europäischen Rhinolophus-Spezies kloniert und zusammen mit dem bereits 
vorhandenen SARSr-CoV-S aus einer chinesischen Hufeisennasen-Fledermaus 
(Rhinolophus sinicus, SRp3), sowie dem SSARS untersucht werden. Für das SSARS und die 
verschiedenen SARSr-CoV-S soll mithilfe eines Pseudotyp-Systems, basierend auf einem 
replikationsdefizienten Virus der vesikulären Stomatitis (VSV), die Fähigkeiten zur 
Vermittlung des Eintritts der VSV-Pseudotypen (VSVpp) untersucht werden. Zum Vergleich 
werden zudem VSVpp mit Glykoproteinen von zoonotischen Paramyxo- und Filoviren, sowie 
replikationsfähige RNS-Viren verwendet. Zusätzlich sollen Fledertier-ACE2 durch RNS-
Extraktion und Reverse Transkriptase (RT-) PCR kloniert und ihre Interaktion mit dem SSARS 
und den S-Proteinen von SARSr-CoV getestet werden, was neben dem VSVpp-System auch 
durch einen zellbasierter Fusionstest erfolgen soll. Da für das SSARS bekannt ist, welche 
Bereiche für die direkte Interaktion mit hACE2 verantwortlich sind (Xiao et al., 2003; Wong et 
al., 2004) und dass zelluläre Proteasen beim Eintritt eine bedeutende Rolle spielen 
(Simmons et al., 2005; Bertram et al., 2011; Simmons et al., 2011), soll dieses Wissen auch 
auf die S-Proteine von SARSr-CoV ausgeweitet werden. 
 
Mithilfe der genannten Methoden soll ein Einblick in die Empfänglichkeit von 
Fledertierzelllinien für die Infektion von umhüllten RNS-Viren sowie insbesondere die 
Interaktion des SSARS bzw. den S-Proteinen von SARSr-CoV mit Fledertieren beim 
Viruseintritt gewonnen werden. Hauptaugenmerk liegt dabei auf dem Zusammenspiel der 
coronaviralen S-Proteinen mit den ACE2-Molekülen verschiedener Fledertierspezies. 
Zusätzlich soll untersucht werden, ob die S-Proteine von europäischen und chinesischen 
SARSr-CoV vergleichbare Eigenschaften besitzen oder Unterschiede zwischen lokal-
abgegrenzten SARSr-CoV-Clustern bestehen? Des Weiteren soll die Frage erläutert werden, 
warum trotz des Nachweises von einer Vielfalt an SARSr-CoV in verschiedenen 
Fledertierspezies, erst ein replikationsfähiges SARSr-CoV (vor Kurzem)  isoliert werden 
konnte? 
 







Für diese Arbeit wurden die in folgender Tabelle angegebenen Zellen verwendet: 
Zelllinie Spezies Ursprung Eigenschaften Quelle 
A549 Homo  sapiens Lungenepithel 
Epitheloid, 
Lungenkarzinom ATCC Nr. CCL-185 
BHK(G43) Mesocricetus  auratus 
BHK-21, 
Nierenepithel 
Exprimiert induzierbar das 
Glykoprotein des Virus der 
vesikulären Stomatitis 
C. Schwegmann-Weßels 
Institut für Virologie 
TiHo Hannover 
BHK-21 Mesocricetus  auratus Nierenepithel Fibroblastoid DSMZ Nr. ACC 61 
Calu-3 Homo  sapiens Lungenepithel 
Epitheloid, 
Lungenkarzinom ATCC Nr. HTB-55 
CEF Gallus gallus Hühnerembryo Fibroblastoid, primär 
Klinik für Geflügel 
TiHo Hannover 
CHO-K1 Cricetulus griseus Ovarienepithel Epitheloid 
J. Glende 
Burgwedel Biotech GmbH 
CLEC 213 Gallus  gallus Lungenepithel Epitheloid 
P. Quéré 
Institut national de la 
recherche agronomique, 
Paris, Frankreich 
CpKd Carollia  perspicillata Nierenepithel Epitheloid 
J. Glende 
Institut für Virologie 
TiHo Hannover 
CpLu  Carollia  perspicillata Lungenepithel Epitheloid 
J. Glende 
Institut für Virologie 
TiHo Hannover 
EidNi/41 Eidolon  helvum Nierenepithel Epitheloid, immortalisiert 
M. A. Müller  
Institut für Virologie 
Uniklinikum Bonn 
EpoNi/22.1 Epomops  buettikoferi Nierenepithel Epitheloid, immortalisiert 
M. A. Müller  
Institut für Virologie 
Uniklinikum Bonn 
HBE Homo  sapiens Bronchialepithel Epitheloid, immortalisiert 
D.C. Gruenert 
Department of Medicine 
University of Vermont 
HEK-293T Homo  sapiens Nierenepithel Epitheloid, semi-adhärent 
E. Steinmann 
Abt. für Exp. Virologie 
Twincore, Hannover 
HeLa Homo  sapiens Zervix Epitheloid, Zervixkarzinom ATCC Nr. CCL-2 
HipaLu/27 Hipposideros abae Lungenepithel Epitheloid, immortalisiert 
M. A. Müller  
Institut für Virologie 
Uniklinikum Bonn 
HipEm/5 Hipposideros caffer Embryo Epitheloid, immortalisiert 
M. A. Müller  
Institut für Virologie 
Uniklinikum Bonn 
HypLu/2 Hypsignathus  monstrosus Lungenepithel Epitheloid, immortalisiert 
M. A. Müller  
Institut für Virologie 
Uniklinikum Bonn 
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HypNi/1.1 Hypsignathus  monstrosus Nierenepithel Epitheloid, immortalisiert 
M. A. Müller  
Institut für Virologie 
Uniklinikum Bonn 
MDBK Bos  taurus Nierenepithel Epitheloid 
W. Garten 
Institut für Virologie 
Philipps Universität Marburg 
MDCKII Canis lupus familiaris Nierenepithel Epitheloid 
K. Simons 
Max Plank Institut für 





daubentonii Darmepithel Epitheloid 
M. A. Müller  
Institut für Virologie 
Uniklinikum Bonn 
MyDauLu/47.1 Myotis  daubentonii Lungenepithel Epitheloid 
M. A. Müller  
Institut für Virologie 
Uniklinikum Bonn 
NpTr Sus scrofa Trachealepithel Epitheloid 
F. Meurens 
Institut national de la 
recherche agronomique, 
Paris, Frankreich 
PipNi/3 Pipistrellus  pipistrellus Nierenepithel Epitheloid, immortalisiert 
M. A. Müller  
Institut für Virologie 
Uniklinikum Bonn 
RhiBr/4p Rhinolophus  alcyone Gehirn Immortalisiert 
M. A. Müller  
Institut für Virologie 
Uniklinikum Bonn 
RhiEuLu Rhinolophus  euryale Lungenepithel Epitheloid, immortalisiert 
M. A. Müller  
Institut für Virologie 
Uniklinikum Bonn 
RhiFLu/1 Rhinolophus  ferrumequinum Lungenepithel Epitheloid, immortalisiert 
M. A. Müller  
Institut für Virologie 
Uniklinikum Bonn 
RhiFLu/2 Rhinolophus ferrumequinum Lungenepithel Epitheloid, immortalisiert 
M. A. Müller  
Institut für Virologie 
Uniklinikum Bonn 
RhiLu/1.1 Rhinolophus  alcyone Lungenepithel Epitheloid, immortalisiert 
M. A. Müller  
Institut für Virologie 
Uniklinikum Bonn 
RhiNi/1.2 Rhinolophus  alcyone Nierenepithel Epitheloid, immortalisiert 
M. A. Müller  
Institut für Virologie 
Uniklinikum Bonn 
RhiNi/40B Rhinolophus  landeri Nierenepithel Epitheloid, immortalisiert 
M. A. Müller  
Institut für Virologie 
Uniklinikum Bonn 
RoEnd/4 Rousettus  aegyptiacus 
Gebärmutterschle
imhautepithel Epitheloid, immortalisiert 
M. A. Müller  
Institut für Virologie 
Uniklinikum Bonn 
RoNi/7 Rousettus  aegyptiacus Nierenepithel Epitheloid, immortalisiert 
M. A. Müller  
Institut für Virologie 
Uniklinikum Bonn 
ST Sus scrofa Testikel Fibroblastoid ATCC  CRL-1746 
Tb 1 Lu Tadarida  brasiliensis Lungenepithel Fibroblastoid ATCC Nr. CCL-88 
Vero Chlorocebus aethiops Nierenepithel Epitheloid ATCC Nr. CCL-81 
VeroE6 Chlorocebus  aethiops Nierenepithel Epitheloid 
CCLV - Insel Riems  
RIE 929 
Tabelle 7: Übersicht über die verwendeten Zelllinien. 
Fledertierzelllinien sind durch Fettdruck hervorgehoben. 
 






G. Taylor  
Institute for Animal Health 
Compton, UK  
(Goris et al., 2009) 
Influenza A-Virus H1N1 
(Stamm: A/swine/Potsdam/15/81) 
R. Dürrwald  
IDT Biologika GmbH 
Dessau-Rosslau  
(Krumbholz et al., 2009) 
Influenza A-Virus H3N2 
(Stamm: A/swine/Bissendorf/IDT1864/2003) 
R. Dürrwald  
IDT Biologika GmbH 
Dessau-Rosslau  
(Krumbholz et al., 2009) 
Influenza A-Virus H7N7 
(Stamm: A/duck/Potsdam/15/80) 
S. Rautenschlein  
Geflügelklinik 
TiHo Hannover  
(Kalhoro et al., 2009)  
Influenza A-Virus H9N2 
(Stamm: A/chicken/Saudi Arabia/CP7/98) 
J. Sterch  
FLI Riems  
(Punyadarsaniya et al., 2011) 
MVA-T7 
B. Moss  
Laboratory of Viral Diseases 
NIH, Bethesda, MD, USA  
(Fuerst et al., 1986) 
SeV(DsRed) 
W. J. Neubert  
Institut für Virologie 
Philipps Universität Marburg 
(Zimmer et al., 2005) 
TGEV  
(Stamm: Purdue) 
L. Enjuanes  
Department of Molecular and Cell Biology  
Universidad Autónoma de Madrid, Spanien  
(Doyle und Hutchings, 1946) 
VSV(GFP) 
G. Zimmer  
Institut für Virologie und Immunologie 
Mittelhäusern, Schweiz  
(Hoffmann et al., 2010) 
VSV∆G(GFP/fLuc) 
G. Zimmer  
Institut für Virologie und Immunologie 
Mittelhäusern, Schweiz  
(Berger Rentsch und Zimmer, 2011; Kuhl et al., 2011b) 





Escherichia coli XL-1 Blue MRF’  Stratagene (La Jolla, CA, USA) 
Zur Hitzeschocktransformation wurden die Bakterien chemisch kompetent gemacht. 
 







Das pCG1-Expressionsplasmid verfügt über einen CMV-Promotor und besitzt ein β-Globin 
Genfragment (aus Kaninchen) als sogenanntes „Opferintron“, welches die 
Wahrscheinlichkeit, dass kryptische Spleißstellen in (RNS-) viruskodierten Genen zur 
Degradierung der mRNAs führen verringert (vgl. pCGAGGS). Als Resistenzmarker besitzt 
das pCG1-Expressionsplasmid ein Ampicillin-Resistenzgen. Es wurde von R. Cattaneo 






Das pCAGGS-Expressionsplasmid verfügt über einen CMV-Promotor und besitzt ein β-
Globin Genfragment (aus Kaninchen) als sogenanntes „Opferintron“, welches die 
Wahrscheinlichkeit dass kryptische Spleißstellen in (RNS-) viruskodierten Genen zur 
Degradierung der mRNAs führen verringert (vgl. pCG1). Als Resistenzmarker besitzt das 
pCAGGS-Expressionsplasmid ein Ampicillin-Resistenzgen. Es wurde von S. Pöhlmann 






Das pEGFP-N1-Expressionsplasmid verfügt über einen CMV-Promotor und besitzt C-
terminal von der MCS die Gensequenz für eGFP. Es ist möglich, durch eine Deletion des 
Stopp-Kodons im ORF des zu klonierenden Gens ein C-terminal mit eGFP fusioniertes 
Protein zu exprimieren. Als Resistenzmarker besitzt das pEGFP-N1-Expressionsplasmid ein 








Das pDsRed-monomer-C1-Expressionsplasmid verfügt über einen CMV-Promotor und 
besitzt N-terminal von der MCS die Gensequenz für DsRed. Es ist möglich, ein N-terminal 
mit DsRed fusioniertes Protein zu exprimieren. Als Resistenzmarker besitzt das pDsRed-
monomer-C1-Expressionsplasmid ein Kanamycin-Resistenzgen. Es wurde von der Firma 
Clontech (Mountain View, CA, USA) bezogen. 
 
 
3.4.2 Klonierte Plasmide 
 
Plasmid Inseriertes Gen Herkunft / Literatur 
pCAGGS- 
HAT-FLAG 
ORF für die humane trypsin-ähnliche Protease 
der Atemwege (human airway trypsin-like 
protease, HAT); C-terminal mit einem FLAG-
Epitop versehen. 
W. Garten 
Inst. für Virologie 





ORF für das GP-Protein des Lake Victoria-
Marburgvirus (GenBank: DQ217792.1).  
S. Becker  
Institut für Virologie 
Philipps Universität Marburg 
(Hoffmann et al., 2013) 
pCAGGS- 
NiV-F 
ORF für das F-Protein des Nipah-Virus 
(GenBank: AF212302.2). 
A. Maisner  
Institut für Virologie 
Philipps Universität Marburg 
pCG1- 
NiV-G 
ORF für das G-Protein des Nipah-Virus 
(synthetisches Konstrukt). 
N. Krüger  




ORF für das GP-Protein des Zaire-Ebolavirus 
(GenBank: AF086833.2). 
E. Mühlberger  
Institut für Virologie 
Philipps Universität Marburg 
pcDNA3.1- 
VSV-G 
ORF für das G-Protein des Virus der 
vesikulären Stomatitis (GenBank: 
FJ478454.1). 
G. Zimmer  
Institut für Virologie und 
Immunologie 
Mittelhäusern, Schweiz 
(Hanika et al., 2005) 
pCG1- 
MuV-HN 
ORF für das Hämagglutini-Neuraminidase 
Protein des humanen Mumpsvirus, isoliert aus 
einem Patienten am Uniklinikum Bonn. 
N. Krüger  




ORF für das Hämagglutinin des FLUAV vom 





ORF für das Hämagglutinin des FLUAV vom 
Subtyp H9N2, Stamm A/chicken/Emirates/ 
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pCG1- 
SARS-CoV (BJ01)-S 
ORF für das SARS-CoV (BJ01)-S; besitzt N-
terminal anstelle des ursprünglichen 
Signalpeptids eine tissue plasminogen 
activator Signalsequenz; besitzt C-terminal 
den zytoplasmatischen Abschnitt des Sendai 
Virus statt des originalen zytoplasmatischen 
Abschnittes. 
J. Glende  
Institut für Virologie 
TiHo Hannover*4 




ORF für das SARS-CoV (BJ01)-S mit einer C-
terminale Deletion von 18 AS; besitzt anstelle 
des ursprünglichen Signalpeptids eine tissue 
plasminogen activator Signalsequenz. 
J. Glende  
Institut für Virologie 
TiHo Hannover*4 
(Hoffmann et al., 2013) 
pCG1- 
SARS-CoV (Fra1)-S 
ORF für das SARS-CoV (Fra1)-S (GenBank: 
AY291315.1). 
B.. Meyer  




ORF für das SARS-CoV (Fra1)-S (GenBank: 
AY291315.1) mit einer C-terminalen Deletion 




ORF für das SARS-CoV (Fra1)-S (GenBank: 





ORF für das SARS-CoV (Fra1)-S (GenBank: 
AY291315.1); C-terminal fusioniert mit einer 
Linker-Sequenz*5, gefolgt von einem DsRed 
(GenBank: EU827527.1). 
(Hoffmann et al., 2013) 
pCG1- 
SARS-CoV (Fra1)-S  
(ED) 
Chimäres CoV-S aus der ED des SARS-CoV 




SARS-CoV (Fra1)-S  
(S1S2_R797) 
Chimäres CoV-S aus der S1- sowie  Teilen der 
S2-Untereinheit (bis AS R797) des SARS-CoV 
(Fra1)-S und einem Teil der S2-Untereinheit 
(ab AS S802) des SARSr-CoV (Bg08)-S. 
Selbst kloniert 
pCG1- 
SARS-CoV (Fra1)-S (S1) 
Chimäres CoV-S aus der S1-Untereinheit (bis 
AS R667) des SARS-CoV (Fra1)-S und der S2-




SARS-CoV (Fra1)-S (RBD) 
Chimäres CoV-S aus der RBD des SARS-CoV 




Chimäres CoV-S aus der RBM des SARS-CoV 
(Fra1)-S im Kontext des SARSr-CoV (Bg08)-S. 
T. Gützkow  




ORF für das SARSr-CoV (BB-99-04)-S (RNA 
detektiert in Rh. euryale, Bulgarien). 
Selbst kloniert *6 
pCG1- 
SARSr-CoV (Bg08)-S 
ORF für das SARSr-CoV (Bg08)-S (RNA 
detektiert in Rh. blasii, Bulgarien, GenBank: 
GU190215.1). 
J. Glende  




ORF für das SARSr-CoV (Bg08)-S (RNA 
detektiert in Rh. blasii, Bulgarien GenBank: 
GU190215.1) mit einer C-terminalen Deletion 
von 18 AS. 
J. Glende  
Institut für Virologie 
TiHo Hannover 
(Hoffmann et al., 2013) 
pCG1- 
SARSr-CoV (Bg08)-S-HA 
ORF für das SARSr-CoV (Bg08)-S (RNA 
detektiert in Rh. blasii, Bulgarien, GenBank: 
GU190215.1); C-terminal fusioniert mit einem 
HA-Epitop. 
Selbst kloniert 





ORF für das SARSr-CoV (Bg08)-S (RNA 
detektiert in Rh. blasii, Bulgarien, GenBank: 
GU190215.1); C-terminal fusioniert mit einer 
Linker-Sequenz*5, gefolgt von einem DsRed 
(GenBank: EU827527.1). 
(Hoffmann et al., 2013) 
pCG1- 
SARSr-CoV (Bg08)-S  
(ED) 
Chimäres CoV-S aus der ED des SARSr-CoV 




SARSr-CoV (Bg08)-S  
(S1S2_R801) 
Chimäres CoV-S aus der S1- sowie  Teilen der 
S2-Untereinheit (bis AS R801) des SARSr-CoV 
(Bg08)-S und einem Teil der S2-Untereinheit 
(ab AS S798) des SARS-CoV (Fra1)-S. 
Selbst kloniert 
pCG1- 
SARSr-CoV (Bg08)-S  
(S1) 
Chimäres CoV-S aus der S1-Untereinheit (bis 
AS R672) des SARSr-CoV (Bg08)-S und der 




SARSr-CoV (Bg08)-S  
(RBD) 
Chimäres CoV-S aus der (putativen) RBD des 




SARSr-CoV (Bg08)-S  
(RBM) 
Chimäres CoV-S aus der (putativen) RBM des 
SARSr-CoV (Bg08)-S im Kontext des SARS-
CoV (Fra1)-S. 
T. Gützkow  




ORF für das SARSr-CoV (Rp3)-S (RNA 
detektiert in Rh. sinicus, (GenBank: 
DQ071615.1); besitzt N-terminal anstelle des 
ursprünglichen Signalpeptids eine tissue 
plasminogen activator Signalsequenz; besitzt 
C-terminal den zytoplasmatischen Abschnitt 
des Sendai Virus statt des originalen 
zytoplasmatischen Abschnittes. 
J. Glende  




ORF für das SARSr-CoV (Rp3)-S (RNA 
detektiert in Rh. sinicus (GenBank: 
DQ071615.1) mit einer C-terminale Deletion 
von 18 AS; besitzt anstelle des ursprünglichen 
Signalpeptids eine tissue plasminogen 
activator Signalsequenz. 
J. Glende  
Institut für Virologie 
TiHo Hannover*4 
(Hoffmann et al., 2013) 
pCG1- 
hACE2 
ORF für das Homo sapiens ACE2 (NCBI 
Reference Sequence: NM_021804.2). 
(Hoffmann et al., 2013) 
pCG1- 
hACE2-eGFP 
ORF für das Homo sapiens ACE2 (NCBI 
Reference Sequence: NM_021804.2); C-
terminal mit eGFP (GenBank: ADQ48006.1) 
fusioniert. 
(Hoffmann et al., 2013) 
pCG1- 
RpACE2 





ORF für das Rh. pearsonii ACE2 (GenBank: 





ORF für das Rh. landeri ACE2; isoliert aus 
RhiNi/40B-Zellen. 
Selbst kloniert 
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pCG1- 
rlanACE2-eGFP 
ORF für das Rh. landeri ACE2; isoliert aus 
RhiNi/40B-Zellen; C-terminal mit eGFP 




ORF für das Rh. alcyone ACE2; isoliert aus 
RhiLu/1.1-Zellen. 
(Hoffmann et al., 2013) 
pCG1- 
ralcACE2-eGFP 
ORF für das Rh. alcyone ACE2; isoliert aus 
RhiLu/1.1-Zellen; C-terminal mit eGFP 
(GenBank: ADQ48006.1) fusioniert. 
(Hoffmann et al., 2013) 
pCG1- 
pAPN 
ORF für die porzine (Sus scrofa) APN; isoliert 
aus ST-Zellen. 
C. Schwegmann-Weßels  
Institut für Virologie 
TiHo Hannover 
(Hoffmann et al., 2013) 
pTM1- 
VSV-L 
ORF für die RdRp des Virus der vesikulären 
Stomatitis (unter Kontrolle eines T7-
Promotors). 
G. Zimmer  





ORF für das Nukleoprotein des Virus der 
vesikulären Stomatitis (unter Kontrolle eines 
T7-Promotors). 
G. Zimmer  





ORF für das Phosphoprotein des Virus der 
vesikulären Stomatitis (unter Kontrolle eines 
T7-Promotors). 
G. Zimmer  




Plasmidkodiertes Pseudotypgenom für das 
Virus der vesikulären Stomatitis; besitzt 
anstelle des ORFs für das Glykoprotein zwei 
individuelle ORFs für eGFP und fLuc. 
G. Zimmer  
Institut für Virologie und 
Immunologie 
Mittelhäusern, Schweiz 
Tabelle 9: Übersicht über die klonierten Expressionsplasmide. 
*1: Das Material für die Klonierung wurde von J. F. Drexler (Institut für Virologie, Uniklinikum Bonn) 
bereitgestellt und stammt von einem Mumps-infizierten Patienten des Uniklinikums Bonn. 
*2: Das Material für die Klonierung wurde von W. Garten (Institut für Virologie, Philipps Universität 
Marburg) bereitgestellt. 
*3: Das Material für die Klonierung wurde von J. Stech (Institut für Molekularbiologie, Friedrich-Löffler-
Institut, Greifswald - Insel Riems) bereitgestellt. 
*4:  Das Material für die Klonierung wurde von H. Deng (Department of Cell Biology and Genetics 
College of Life Sciences, Peking, China) beritgestellt (Nie et al., 2004; Zhang et al., 2004). 
*5:  Linker Sequenz: GGGCCCGATCCTCCTGTTGCTACT 
*6:  Die RNS wurde von J. F. Drexler (Institut für Virologie, Uniklinikum Bonn) bereitgestellt. 
*7:  Das Material für die Klonierung wurde von S. Pöhlmann (Abt. für Infektionsbiologie Deutsches 





3.5.1 Zellkulturmedien und Zusätze 
 
Bei Bedarf wurden die Zellkulturmedien mit 0,06 g Penicillin G (Sigma-Aldrich) und 0,05 g 
Streptomycinsulfat (Sigma-Aldrich) versetzt. 
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Eagles’s Minimum Essential Medium (EMEM, pH 7,0) 
EMEM-Fertigpulver 9,6 g Gibco/Life Technologies 
Natriumhydrogencarbonat 2,2 g Roth 
Aqua bidest. ad 1 l  
 
 
Dulbecco’s Minimum Essential Medium (DMEM, pH 7,0) 
DMEM-Fertigpulver 8 g Gibco/Life Technologies 
Natriumhydrogencarbonat 0,2 g Roth 
Aqua bidest. ad 1 l  
 
 
DMEM/Azetyliertes Trypsin (1 µg/ml azetyliertes Trypsin, sterilfiltriert) 
Azetyliertes Trypsin-Lösung (1 mg/ml) 10 µl Sigma-Aldrich 
DMEM ad 10 ml  
 
 
Ham’s F12 (pH 7,0 - 7,5) 




DMSO 10 % (v/v) Roth 
EMEM 70 % (v/v)  
FKS 20 % /v/v) Biochrom AG 
 
 
Fusionsmedium (2 µg/ml azetyliertes Trypsin, sterilfiltriert) 
Azetyliertes Trypsin-Lösung (1 mg/ml) 2 µ/ml  
EMEM ad 100 ml  
 
 
Methylzellulose-Medium (ohne FKS) 
EMEM 99,2 % (v/v)  
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Methylzellulose-Medium (mit FKS) 
EMEM 96,2 % (v/v)  
FKS 3 % (v/v) Biochrom AG 




DMEM 1 ml  
Typ V Neuraminidase (C. perfringens)  250 mU Sigma-Aldrich 
 
 
Versen-Trypsin (0,125 %, pH 7,0 mit Natronlauge einstellen) 
Dinatriumhydrogenphosphat Dodecahydrat 2,31 g Roth 
Kaliumchlorid 0,2 g Merck 
Kaliumdihydrogenphosphat 0,2 g Merck 
Kalziumchlorid 0,12 g Roth 
Magnesiumsulfat Heptahydrat 1,1 g Roth 
Natriumchlorid 8 g AppliChem 
Penicillin G 0,06 g Sigma-Aldrich 
Streptomycinsulfat 0,05 g Sigma-Aldrich 
Trypsin (3 U/mg) 1,25 g Gibco/Life Technologies 
Versen (Titriplex III) (EDTA) 1,25 g Roth 





Fetales Kälberserum (FKS) Biochrom AG  
Hygromycin Invivogen 
Insulin Sigma-Aldrich 
L-Glutamin (100x) PAA 
Natriumpyruvat (100x) PAA 
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3.5.2 Bakterienkulturmedien und Zusätze 
 
Luria-Bertani Medium (LB-Medium, pH 7) 
Hefeextrakt 5 g Roth 
Natriumchlorid 10 g AppliChem 
Trypton 10 g AppliChem 
Aqua bidest.  ad 1 l  
Im Anschluss an die Herstellung wurde das LB-Medium autoklaviert und bei 
Raumtemperatur gelagert.  
 
 
Luria-Bertani-Agar (LB-Agar, pH 7) 
Agar-Agar 20 g Roth 
Hefeextrakt 5 g Roth 
Natriumchlorid 10 g AppliChem 
Trypton 10 g AppliChem 
Aqua bidest.  ad 500 ml  
Im Anschluss an die Herstellung wurde der LB-Agar autoklaviert und bei Raumtemperatur 
gelagert. Zur Herstellung der LB-Agarplatten wurde der LB-Agar in der Mikrowelle 
aufgekocht, im Wasserbad auf 48 °C abgekühlt und bei Bedarf unmittelbar vor dem Gießen 
der Platten mit 500 µl Ampicillin-Lösung (1.000x) oder Kanamycin-Lösung (1.000x) versetzt. 
 
 
Ampicillin-Lösung (1.000x, sterilfiltriert) 
Ampicillin-Natriumsalz 500 mg AppliChem 
Aqua bidest. ad 10 ml  
 
 
Doxycyclin-Lösung (1.000x, sterilfiltriert) 
Doxycyclin-Hydrochlorid 20 mg Roth 
Aqua bidest. ad 10 ml  
 
 
Kanamycin-Lösung (1.000x, sterilfiltriert) 
Kanamycin-Sulfat 300 mg Roth 
Aqua bidest. ad 10 ml  
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Alle verwendeten Antikörper wurden zum Einsatz in der indirekten 
Immunofluoreszenzanalyse (IFA) bzw. bei der Detektion von Proteinen mittels Westernblot 





Antikörper Ursprung Verdünnung Anwendung Quelle 
Anti-HA Kaninchen 1:750 IFA / WB Sigma-Aldrich
Anti-FLUAV-NP Maus 1:750 IFA AbD Serotec 
Anti-pAPN Maus 1:250 IFA H. Laude*1 
Anti-TGEV-S (6A.C3) Maus 1:250 IFA L. Enjuanes*2 
Anti-ACE2 Ziege 1:250 IFA / WB RD Systems 
Anti-eGFP Ziege 1:500 WB Acris 
Anti-ß-Catenin Maus 1:500 WB Sigma-Aldrich
Anti-FLAG Maus 1:750 WB Sigma-Aldrich
Anti-Vaccinia Virus (polyklonal) Kaninchen 1:500 IFA Acris 
Anti-VSV (polyklonal) Kaninchen 1:1.000 Neutralisation G. Zimmer*3 
Tabelle 10: Übersicht über die verwendeten Primärantikörper. 
*1: H. Laude, Unité de Virologie et Immunologie Moléculaires, Institut National de la Recherche 
Agronomique, Jouy-en-Josas, Frankreich (Delmas et al., 1992). 
*2: L. Enjuanes, Department of Molecular and Cell Biology, Universidad Autónoma de Madrid, Spanien 
(Sune et al., 1991). 
*3: G. Zimmer, Institut für Virologie und Immunologie, Mittelhäusern, Schweiz (Kohl et al., 2004; 
Hanika et al., 2005). 
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Sekundärantikörper 
Antikörper Verdünnung Anwendung Quelle 
Streptavidin-Cy3 1:750 IFA Sigma-Aldrich 
Anti-Maus-Cy3 1:750 IFA Sigma-Aldrich 
Anti-Ziege-Cy3 1:500 IFA Sigma-Aldrich 
Anti-Kaninchen-Cy3 1:500 IFA Sigma-Aldrich 
Anti-Maus-HRP (Peroxidase) 1:1.000 WB Dako 
Anti-Ziege-HRP (Peroxidase) 1:1.000 WB Dako 
Anti-Kaninchen-HRP (Peroxidase) 1:1.000 WB Dako 





Lektin Spezifität Verdünnung Quelle 
Sambucus nigra Agglutinin 
FITC-Konjugat (SNA-FITC) 
α-2,6-verknüpfte 
Sialinsäuren 1:250 Vector Labs 
Maackia amurensis Agglutinin 
Biotin-Konjugat (MAAII-Biotin) 
α-2,3-verknüpfte 
Sialinsäuren 1:250 Vector Labs 





Die Oligonukleotide zum Zwecke von Klonierungen und Sequenzierungen wurden von der 
Firma Sigma-Aldrich synthetisiert. Der Einsatz in der PCR erfolgte mit einer Konzentration 
von 10 pmol/µl. Für das Anfügen von Restriktionsschnittstellen wurden die zu klonierenden 
Nukletisequenzen zuvor mit dem Online-Tool NEBcutter V2.0 (Vincze et al., 2003) 
untersucht. 
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SARSr-CoV (BB-99-04)-S  
(743-761) for 
CTACCTCTCAGTTTGAAGC Sequenzierprimer 
SARSr-CoV (BB-99-04)-S  
(2.240-2.223) rev 
CTACCATACTGTAGCAGC Sequenzierprimer 
























SARSr-CoV (Bg08)-S  
(420-439) for 
GTGCTGATCCAATGTTTGCT Sequenzierprimer 
SARSr-CoV (Bg08)-S  
(812-831) for 
GACGAGAATGGCACCATTAT Sequenzierprimer 
SARSr-CoV (Bg08)-S  
(1.210-1.229) for 
CCTGCTCAGACAGGTGTGAT Sequenzierprimer 
SARSr-CoV (Bg08)-S  
(1.400-1.419) rev 
GTACCACCTGAAGGGTTAAA Sequenzierprimer 
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SARSr-CoV (Bg08)-S  
(1.600-1.618) for 
CAGGCACTGGTGTGCTTAC Sequenzierprimer 
SARSr-CoV (Bg08)-S  
(2.000-2.018) for 
TAGCACACTTGTGCGCTCC Sequenzierprimer 
SARSr-CoV (Bg08)-S  
(2.400-2.438) rev 
ACTAGACGGTTTAGCGGGG Sequenzierprimer 
SARSr-CoV (Bg08)-S  
(2.410-2.429) for 
GAGGACTTGCTTTACAACA Sequenzierprimer 
SARSr-CoV (Bg08)-S  
(2.800-2.819) for 
GGATGTGATTAACCAAAATG Sequenzierprimer 
SARSr-CoV (Bg08)-S  
(3.200-3.220) for 
GTCATGAAGGTAAAGCACACT Sequenzierprimer 
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FLUAV H5 for (BamHI) AAGGCCGGATCCATGGAGAAAATAGTGCTTC Klonierungsprimer 
FLUAV H5 rev (SalI) AAGGCCGTCGACTTAAATGCAAATTCTGCATTG Klonierungsprimer 
FLUAV H9 for (BamHI) AAGGCCGGATCCATGGAGACAATATCACTG Klonierungsprimer 
FLUAV H9 rev (SalI) AAGGCCGTCGACTTATATACAAATGTTGCACC Klonierungsprimer 
Tabelle 13: Übersicht über die verwendeten Oligonukleotide. 
Start- (Fettdruck) und Stopp-Kodons (Fettdruck, kursiv) sowie Restriktionsschnittstellen (unterstrichen)  
sind hervorgehoben.  
*1: Die degenerierten Primer für die RT-PCR wurden auf Grundlage der Veröffentlichung von Hou et 





3.8.1 DNS-modifizierende Enzyme 
 
Phusion DNS-Polymerase Thermo Fisher Scientific 
Restriktionsenzym: BamHI MBI Fermentas 
Restriktionsenzym: KpnI MBI Fermentas 
Restriktionsenzym: SalI MBI Fermentas 
Restriktionsenzym: XbaI MBI Fermentas 
T4 DNS-Ligase MBI Fermentas 
Taq DNS-Polymerase MBI Fermentas 
 
 
3.8.2 Sonstige Enzyme 
 





BM Chemiluminescence ELISA Substrate (POD) Roche 
Luciferase Assay System Promega 
SuperSignal West Dura Extended Duration Substrate Thermo Fisher Scientific 
SuperSignal West Femto Extended Sensitivity Substrate Thermo Fisher Scientific 
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3.10 Transfektionsreagenzien 
 
Lipofectamine2000 LTX Reagent mit PLUS Reagent Life Technologies 





BCA Protein Assay Kit Thermo Fisher Scientific 
NucleoBond Xtra Midi Macherey-Nagel 
QIAprep Spin Miniprep Kit Qiagen 
QIAquick Gel Extraction Kit Qiagen 
QIAquick PCR Purification Kit Qiagen 
Rneasy Mini Kit Qiagen 
SuperScript III First-Strand Synthesis System (RT-PCR) Life Technologies 
 
 




10x PBSM, pH 7,2 
Dinatriumhydrogenphosphat 11,5 g Merck 
Kaliumchlorid 2,0 g AppliChem 
Kaliumdihydrogenphosphat 2,0 g Merck 
Natriumchlorid 80,0 g AppliChem 
Aqua bidest. ad 1 l  
Zum Gebrauch wurde mit Aqua bidest. eine 1x konzentrierte PBSM Lösung hergestellt. 
 
BSA-Lösung (1 %ig) 
Albumin Fraktion V 1 g AppliChem 
PBS ad 100 ml  
 
 
Azetyliertes Trypsin-Lösung (1 mg/ml, sterilfiltriert) 
Azetyliertes Trypsin 10 mg Sigma-Aldrich 
Aqua bidest. ad 10 ml  
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Hühner-Erythrozytenlösung (2 %ig) 
Hühner-Erythrozytenlösung (10 %ig) 2 ml  
PBS 18 ml  
Die Hühner-Erythrozytenlösung wurde von der Geflügelklinik der Stiftung Tierärztlichen 
Hochschule bereitgestellt (S. Rautenschlein / C. Haase). 
 
Luziferase-Lysispuffer 
Aqua bidest. 5  ml  
Cell Culture Lysis Reagent (6x) 1 ml Promega 
 
 
PBS (pH 7,2, sterilfiltriert) 
Dinatriumhydrogenphosphat 1,15 g Merck 
Kaliumchlorid 0,2 g AppliChem 
Kaliumdihydrogenphosphat 0,2 g Merck 
Kalziumchlorid Dihydrat 0,13 g Merck 
Magnesiumchlorid Hexahydrat 0,1 g Merck 
Natriumchlorid 8,0 g AppliChem 
Aqua bidest. ad 1 l  
 
 
PBSM mit 0,1 % Tween20 
1x PBSM 999 ml  




Glycerin 15 % (v/v) AppliChem 
Kaliumazetat (pH 5,8) 30 mM Merck 
Kalziumchlorid 10 mM Roth 
Manganchlorid 50 mM Merck 
Rubidiumchlorid 100 mM Merck 
Aqua bidest. ad 500 ml  
Nach der Herstellung wurde der Puffer sterilfiltriert und bei 4 °C gelagert. 
 
TFB-II-Puffer 
Glycerin 15 % (v/v) AppliChem 
Kalziumchlorid 75 mM Roth 
Manganchlorid 50 mM Merck 
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MOPS (pH 7,0) 10 mM Roth 
Rubidiumchlorid 10 mM Merck 
Aqua bidest. ad 500 ml  





3 %ige Paraformaldehydlösung (pH 7,4) 
PBS 50 ml  
1x PBSM 50 ml  




DAPI 10 µg Roth 




Azeton 50 % (v/v) Roth 
Methanol 50 % (v/v) Roth 
Die Lagerung erfolgte bei -20 °C. 
 
Mowiol (pH 8,5) 
DABCO 2,5 % Sigma-Aldrich 
Glycerin 30 % Roth 
Mowiol 4-88 0,5 % Calbiochem 
Tris 0,12 M AppliChem 




Glycin 0,1 M AppliChem 
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Triton-X-100-Lösung (0,2 M) 
Triton-X-100 0,2 M Roth 





10x TAE-Puffer, pH 8,0 
EDTA (0,5 M) 20 ml Roth 
Essigsäure 11,4 ml Roth 
Tris 108 g Roth 
Aqua bidest. ad 1 l  
Zum Gebrauch wurde mit Aqua bidest. ein 1x konzentrierter TAE-Puffer hergestellt. 
 
10x TBE-Puffer, pH 8,0 
Borsäure 53,4 g AppliChem 
EDTA 7,4 g Roth 
Tris 108 g AppliChem 
Aqua bidest. ad 1 l  
Zum Gebrauch wurde mit Aqua bidest. ein 1x konzentrierter TBE-Puffer hergestellt. 
 
Agarosegele (präparativ) 
0,8 %ig 0,8 g pro 100 ml 1x TAE-Puffer Biozym 




0,8 %ig 0,8 g pro 100 ml 1x TBE-Puffer Biozym 




Ethidiumbromid 10 g Sigma-Aldrich 
1x TAE-Puffer ad 1 l  
 
 
Reagenzien für die Agarosegelelektrophorese 
6x DNS-Probenpuffer MBI Fermentas 
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GeneRuler 100 bp Ladder Plus MBI Fermentas 
GeneRuler 1000 bp Ladder Plus MBI Fermentas 
 
 
3.12.4 SDS-Polyakrylamidgelelektrophorese und Westernblot 
 
Blocking-Reagenz-Puffer (pH 7,5, mit Natronlauge einstellen) 
Blocking-Reagenz 1 g Roche 
Maleinsäure 10 mM Roth 
Natriumchlorid 15 mM AppliChem 
Aqua bidest. ad 100 ml  
 
 
Bromphenolblau-Lösung (20 mg/ml) 
Bromphenolblau 0,2 g Merck 
Aqua bidest. ad 10 ml  
 
 
NP40-Lysispuffer ohne Proteaseinhibitoren (pH 7,5) 
Natriumchlorid 150 mM AppliChem 
Natriumdesoxycholat 0,5 % Roth 
Nonidet P40 1 % Roche 
Tris/HCl (pH 7,5) 50 mM Roth 
Aqua bidest. ad 500 ml  
 
 
NP40-Lysispuffer mit Proteaseinhibitoren (pH 7,5) 
Natriumchlorid 150 mM AppliChem 
Natriumdesoxycholat 0,5 % Roth 
Nonidet P40 1 % Roche 
Proteaseinhibitor „Complete“ 1 Tablette Roche 
Tris/HCl (pH 7,5) 50 mM Roth 
Aqua bidest. ad 100 ml  
 
 
Reagenzien für die SDS-Polyakrylamidgelelektrophorese und Westernblot 
EZ-Link Sulfo-NHS-LC-Biotin Thermo Fisher Scientific 
PageRuler Plus Prestained Protein Ladder MBI Fermentas 
Spectra Multicolor High Range Protein Ladder MBI Fermentas 
Streptavidin Agarose Thermo Fisher Scientific 
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SDS-PAGE: 2x SDS-Probenpuffer 
Aqua bidest. 9 ml  
Bromphenolblau-Lösung 1 ml Merck 
Glycerin 10 ml AppliChem 
SDS (10 %ig in H2O) 20 ml Roth 
Tris/HCl (0,5 M, pH 6,8) 10 ml AppliChem 
 
 
SDS-PAGE: 10x SDS-Laufpuffer 
Glycin 44 g AppliChem 
SDS 10 g Roth 
Tris 30 g AppliChem 
Aqua bidest. ad 1 l  
Zum Gebrauch wurde mit Aqua bidest. ein 1x konzentrierter SDS-Laufpuffer hergestellt. 
 
SDS-PAGE: 10 %ige Trenngel-Lösung (5 ml Ansatz) 
Ammoniumpersulfat (10 %ig in H2O) 50 µl AppliChem 
Aqua bidest. 1,898 ml  
Rotiphorese Gel 30 Akrylamidlösung  1,7 ml Roth 
SDS (10 %ig in H2O) 50 µl Roth 
TEMED 2 µl AppliChem 
Tris/HCl (1,5 M, pH 8,8) 1,3 ml AppliChem 
 
 
SDS-PAGE: Sammelgel-Lösung (2 ml Ansatz) 
Ammoniumpersulfat (10 %ig in H2O) 20 µl AppliChem 
Aqua bidest. 1,4 ml  
Rotiphorese Gel 30 Akrylamidlösung  0,33 ml Roth 
SDS (10 %ig in H2O) 20 µl Roth 
TEMED 2 µl AppliChem 
Tris/HCl (0,5 M, pH 6,8) 0,25 ml AppliChem 
 
 
Westernblot: Anoden-Puffer I, pH 9,0 (mit Salzsäure einstellen) 
Ethanol 200 ml AppliChem 
Tris (1 M) 300 ml Roth 
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Westernblot: Anoden-Puffer II, pH 7,4 (mit Salzsäure einstellen) 
Ethanol 200 ml AppliChem 
Tris (1 M) 25 ml Roth 
Aqua bidest. 770 ml  
 
 
Westernblot: Kathoden-Puffer, pH 9,0 (mit Salzsäure einstellen) 
Aminocapronsäure 5,25 g Sigma-Aldrich 
Ethanol 200 ml AppliChem 
Tris (1 M) 25 ml Roth 
Aqua bidest. ad 1 l  
 
 




Gelkämme (8, 10 und 12 Taschen) Keutz 
Mikrowelle, Micromat 191 AEG 





Biosan Environmental Shaker-Incubator ES-20/60 Heraeus 
Bunsenbrenner, Fireboy Plus Integra Biosciences 
Drygalski-Spatel Roth 









Fluoreszenzmikroskop, Axiophot 2 Zeiss 
Fluoreszenzmikroskop, Eclipse Ti Nikon 
Lichtmikroskop, Axiovert 25 Zeiss 
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Pipettierhilfen 
Accu Jet Pro Brand 
Eppendorf Research Pipette (0,1 - 2,5 µl) Eppendorf 
Eppendorf Research Pipette (0,5 - 10 µl) Eppendorf 
Eppendorf Research Pipette (10 - 100 µl) Eppendorf 
Eppendorf Research Pipette (100 - 1.000 µl) Eppendorf 
 
 
SDS-Polyakrylamidgelelektrophorese und Westernblot 
ChemiDoc EQ Bio-Rad 
Fastblot B44 Biometra 
Gelkämme (8, 10 und 12 Kämme) Keutz 
SDS-Gelelektrophoresekammer Keutz 
Spacer Keutz 





Orbital-Schwenker 3012 GFL 
Überkopf-Schwenker Reax 2 Heidolph 
Wackeltisch „Swip“ Edmund Bühler 
 
 
Thermocycler für die PCR 
Primus 25 Power PCB MWG Biotech 
Primus 96 plus MWG Biotech 




Aspirette Hirschmann Laborgeräte 
Brutschrank, CB 150 CO2 Inkubator Binder 
Gefrierkontainer, „Mr. Frosty” Thermo Fisher Scientific 
Zellbank, Hera Safe Heraeus 
Zellbank, KOJAIR KR-130 BW MSC CL II En12469 Kojair 
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Zentrifugen und Rotoren 
Megafuge 1,0R Heraeus 
Microzentrifuge 5415D Eppendorf 
SW41-Rotor (mit Einhängen) Beckman Coulter 
Ultrazentrifuge, Optima LE-80K Beckman Coulter 
Zentrifuge 5417 C Eppendorf 




Autoklav Webeco Jürgens 
BioPhotometer Plus Eppendorf 
Elektronische Analysewaage 1712 MP 8 Sartorius 
Folien-Einschweißgerät, Vacupack Plus Krups 
Gefrierschrank (-20 °C) Liebherr 
Gefrierschrank (-80 °C), Hera freeze HFU 586 Basic Thermo Scientific 
Kühlschrank Liebherr 
Magnetrührer RTC basic IKA Labortechnik 
pH-Meter Jürgens 
Thermomixer compact Eppendorf 
Vakuumpumpe 2522C-02 Welch Vacuum Technology 
Vortexer, REAX top Heidolph 







Adobe Photoshop CS2 Adobe 
Endnote X6 Thomson Reuters 
Gel Capture Entry (Agarosegelelektrophorese) Intas 
Magellan Data Analysis Software V 5.0 (Chemiluminometer) Tecan 
Microsoft Office 2007 Microsoft 
NIS Elements AR software (Mikroskop) Nikon 
Quanti One Software V 4.4.0 (Westernblot) Biorad 
 
 
Online-Programme zur Datenanalyse 
ClustalW2 http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/ 
HMMTOP Version 2.0 http://www.enzim.hu/hmmtop/index.php 
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Kalign Tool http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/kalign/ 
NEBcutter V2.0 http://tools.neb.com/NEBcutter2/ 
NetNGlyc 1.0  http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/ 
NetOGlyc 3.1  http://www.cbs.dtu.dk/services/NetOGlyc/ 
NetPhos 2.0  http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhos/ 
Nucleotide BLAST http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Web&PAGE_TYPE=BlastHome 
PAIL 1.0  http://bdmpail.biocuckoo.org/index.php 
Phylogeny.fr http://www.phylogeny.fr/ 
PRALINE http://www.ibi.vu.nl/programs/pralinewww/ 
Protein BLAST http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Web&PAGE_TYPE=BlastHome 
Reverse Complement http://www.bioinformatics.org/sms/rev_comp.html 




3.15 Glas-, Plastikwaren und Verbrauchsmaterialen 
 
Allgemeine Glas-, Plastikwaren und Verbrauchsmaterialien 
Becherglas, 100 ml Schott 
Becherglas, 250 ml Schott 
Becherglas, 50 ml Schott 
Becherglas, 500 ml Schott 
Erlenmeyerkolben, 100 ml Schott 
Erlenmeyerkolben, 25 ml Schott 
Erlenmeyerkolben, 250 ml Schott 
Erlenmeyerkolben, 50 ml Schott 
Erlenmeyerkolben, 500 ml Schott 
Filterpapier Whatman 
Glaspipetten, 1 ml Hirschmann Laborgeräte 
Glaspipetten, 10 ml Hirschmann Laborgeräte 
Glaspipetten, 2 ml Hirschmann Laborgeräte 
Glaspipetten, 20 ml Hirschmann Laborgeräte 
Glaspipetten, 25 ml Hirschmann Laborgeräte 
Glaspipetten, 5 ml Hirschmann Laborgeräte 
Nitrozellulosemembran Whatman 
Objektträger Roth 
PCR-Reaktionsgefäße, 200 µl (soft tubes) Biozym 
Pipettenspitzen, 10 µl Biozym 
Pipettenspitzen, 100 µl Ratiolab 
Pipettenspitzen, 1.000 µl Ratiolab 
Reaktionsgefäße, 1,5 ml Eppendorf 
Reaktionsgefäße, 2 ml Eppendorf 
Ultrazentrifugationsröhrchen, ultra clear (14 x 89 mm) Beckman Coulter 
Zellschaber Greiner Bio-One 
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Zentrifugenröhrchen, 15 ml Greiner Bio-One 








2 ml Einwegspritze B. Braun Melsungen AG 
10 ml Einwegspritze B. Braun Melsungen AG 
6-Napf Platte Greiner Bio-One 
24-Napf Platte Greiner Bio-One 
96-Napf Platte (klar) Greiner Bio-One 
96-Napf Platte (weiß) Greiner Bio-One 
Kryoröhrchen Roth 
Deckgläser Roth 
Einmalkanülen, Sterican, 21-G (Länge: 50 mm) Roth 
Membranfilter, steril (Porengröße 0,2 µm) Roth 
Neubauer Zählkammer (improved) Optik Labor 
Zellkulturflasche, 25 cm² Greiner Bio-One 
Zellkulturflasche, 50 cm² Greiner Bio-One 
Zellkulturschale, Ø 3,5 cm Greiner Bio-One 
Zellkulturschale, Ø 10 cm Greiner Bio-One 







1,4-Diazobicyclo[2,2,2]Oktan (DABCO) Sigma-Aldrich 
1,4-Dithiotreitol (DTT) Roth 
2-Mercaptoethanol Fluka 
3-(N-Morpholino)-Propansulfonsäure (MOPS) Roth 
4′,6-Diamidin-2-phenylindol Dihydrochlorid (DAPI) Sigma-Aldrich 
Agar-Agar Roth 
Agarose Biozym 
Albumin Fraktion V (BSA) Roth 
Aminocapronsäure Sigma-Aldrich 
Ammoniumpersulfat (APS) Bio-Rad 
Ampicillin-Natriumsalz AppliChem 
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Azeton Roth 




Cell Culture Lysis Reagent (6x) Promega 
D(+)-Saccharose AppliChem 
DEPC-behandeltes Wasser (RNase-frei) Roth 
Dimethylsulfoxid (DMSO) Roth 
Dinatriumhydrogenphosphat Roth 
Dinatriumhydrogenphosphat Dodecahydrat Roth 
DMEM-Fertigpulver Gibco/Life Technologies 
dNTPs (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) MBI Fermentas 
Doxycyclin-Hydrochlorid Sigma 
EDTA Roth 




EZ-Link Sulfo-NHS-LC-Biotin Thermo Fisher Scientific 
Fetales Kälberserum (FKS) Biochrom AG 
Glycerol Roth 
Glycin Roth 
Ham’s F12 mit L-Glutamin PAA 
Hefeextrakt Roth 






Kalziumchlorid Dihydrat Merck 
Kanamycin-Sulfat Roth 
L-Glutamin (100x) PAA 
Lipofectamine2000 LTX Reagent mit PLUS Reagent Life Technologies 
Lipofectamine2000 Reagent Life Technologies 
Magnesiumchlorid Roth 
Magnesiumsulfat Roth 




Methylzellulose (4.000 centipoises) Sigma-Aldrich 
Mifepriston (RU-486) Sigma-Aldrich 
MOPS Roth 
Mowiol 4-88 Calbiochem 
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Natriumdihydrogenphosphat Roth 
Natriumdodecylsulfat (SDS) Roth 
Natriumhydrogencarbonat Roth 
Natriumhydroxyd Pellets Roth 
Natriumpyruvat (100x) PAA 
Natronlauge Roth 
Nicht-essentielle Aminosäuren (100x) PAA 
Nonidet P40 Roth 
Paraformaldehyd (PFA) Sigma-Aldrich 
Penicillin G Sigma-Aldrich 
Proteaseinhibitor „Complete“ Roche 
Protein-A-Sepharose Sigma-Aldrich 
Rotiphorese Gel 30 Akrylamidlösung Roth 
Rubidiumchlorid Merck 
Salzsäure Roth 
Streptavidin Agarose Thermo Fisher Scientific 
Streptomycinsulfat Sigma-Aldrich 
Trishydroxymethylaminomethan (TRIS) Roth 
Triton X-100 Roth 
Trypsin Gibco/Life Technologies 
Trypton Roth 
Tween 20 Roth 













4.1 Zellbiologische Methoden 
 
4.1.1 Zellkultivierung, Passagieren und Aussaat von Zelllinien 
 
Sämtliche der verwendeten Zelllinien wurden in 75 cm² Zellkulturflaschen mit ihrem 
entsprechenden Zellkulturmedium, welches je nach Zelllinie 5-10 % Hitze-inaktiviertes 
fetales Kälberserum (FKS) und ggf. andere Zellkulturzusätze enthielt (Tabelle 13), bei 37 °C 
und 5 % CO2 kultiviert.  
 
Zelllinie Medium 
A549 Ham’s F12; 10 % FKS 
BHK(G43) 
EMEM;  5 % FKS;  
0,5 mg/ml Zeocin; 0,25 mg/ml Hygromycin B 
BHK-21 EMEM; 5 % FKS 
Calu-3 DMEM + 5 % FKS 
CEF DMEM + 5 % FKS 
CHO-K1 
DMEM/ Ham’s F12 (1/1, v/v); 5 % FKS 
2 mM L-Glutamin; 0,1 mM nicht-essentielle Aminosäuren; 1 mM Natriumpyruvat 
CLEC 213 
DMEM/ Ham’s F12 (1/1, v/v); 10 % FKS;  
1 % BSA; 0,25 % EGF; 1 % Insulin 
CpKd DMEM; 10 % FKS;  2 mM L-Glutamin; 0,1 mM nicht-essentielle Aminosäuren; 1 mM Natriumpyruvat 
CpLu DMEM; 10 % FKS;  2 mM L-Glutamin; 0,1 mM nicht-essentielle Aminosäuren; 1 mM Natriumpyruvat 
EidNi/41 DMEM + 10 % FKS 
EpoNi/22.1 DMEM + 10 % FKS 
HBE DMEM/ Ham’s F12 (1/1, v/v); 5 % FKS 
HEK-293T DMEM + 10 % FKS 
HeLa DMEM + 5 % FKS 
HipaLu/27 DMEM + 10 % FKS 
HipEm/5 DMEM + 10 % FKS 
HypLu/2 DMEM + 10 % FKS 
HypNi/1.1 DMEM + 10 % FKS 
MDBK DMEM + 5 % FKS 
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MDCKII EMEM + 5 % FKS 
MyDauDa/46 DMEM + 10 % FKS 
MyDauLu/47.1 DMEM + 10 % FKS 
NpTr DMEM + 10 % FKS 
PipNi/3 DMEM + 5 % FKS 
RhiBr/4p DMEM + 5 % FKS 
RhiEuLu DMEM + 10 % FKS 
RhiFLu/1 DMEM + 10 % FKS 
RhiFLu/2 DMEM + 10 % FKS 
RhiLu/1.1 DMEM + 5 % FKS 
RhiNi/1.2 DMEM + 5 % FKS 
RhiNi/40B DMEM; 10 % FKS;  2 mM L-Glutamin; 0,1 mM nicht-essentielle Aminosäuren; 1 mM Natriumpyruvat 
RoEnd/4 DMEM + 5 % FKS 
RoNi/7 DMEM + 5 % FKS 
ST 
DMEM + 10 % FKS 
2 mM L-Glutamin; 0,1 mM nicht-essentielle Aminosäuren; 1 mM Natriumpyruvat 
Tb 1 Lu DMEM; 10 % FKS;  2 mM L-Glutamin; 0,1 mM nicht-essentielle Aminosäuren; 1 mM Natriumpyruvat 
Vero DMEM + 10 % FKS 
VeroE6 DMEM + 10 % FKS 
Tabelle 14: Übersicht über die eingesetzten Zellkulturmedien für die verwendeten Zelllinien. 




Je nach Wachstum wurden die Zellen 2-3 x pro Woche passagiert. Dazu wurde, sobald die 
Zellen einen zu ca. 90 % konfluenten Monolayer gebildet hatten, das Zellkulturmedium 
abgenommen, die Zellen einmal mit 10 ml PBS gewaschen und anschließend mit 1 ml 
Versen-Trypsin für 10 bis 30 min im Brutschrank inkubiert, bis sich die Zellen vom Boden der 
Zellkulturflasche abgelöste hatten. Als Nächstes wurden die Zellen mit 9 ml Zellkulturmedium 
versetzt und resuspendiert. Der Großteil der Zellsuspension wurde für Versuche genutzt 
bzw. verworfen, während der in der Flasche verbliene Rest zur Erhaltung der Zellkultur 
verwendet wurde. Dazu wurde die verbliebene Zellsuspension mit 20 ml frischem 
Zellkulturmedium im Verhältnis von 1:10 bis 1:20 aufgefüllt und im Brutschrank bei 37 °C und 
5 % CO2 kultiviert. 
Für die Aussaat von Zellen wurde von der Zellsuspension mithilfe der Neubauer Zählkammer 
die Zellzahl bestimmt, durch Verdünnung mit Zellkulturmedium die gewünschte Zellzahl 
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eingestellt und die Zellen in die benötigten Flaschen, Schalen oder Napf Platten ausgesät. 
Falls benötigt, wurden zuvor noch sterile Deckgläser in 24-Napf Platten platziert. 
 
 
4.1.2 Auftauen und Anlegen von Gefrierkulturen 
 
Zurm Auftauen von Zellkulturen wurden die benötigten Zelllinien aus dem -80 °C 
Gefrierschrank entnommen, im 37 °C warmen Wasserbad angetaut, in ein 15 ml 
Zentrifugenröhrchen überführt und das Gesamtvolumen mit Zellkulturmedium auf 10 ml 
aufgefüllt. Anschließend wurden die Zellen bei 4 °C mit 400 x g für 10 min pelletiert. Der 
Überstand wurde verworfen, die Zellen in 6 ml Zellkulturmedium aufgenommen, in eine 25 
cm² Zellkulturflasche gegeben und im Brutschrank bei 37 °C und 5 % CO2 kultiviert. Nach 24 
Std. wurde das Zellkulturmedium erneuert und die Zellen, sobald sie zu etwa 90 % konfluent 
gewachsen waren, in eine 75 cm² Zellkulturflasche umgesetzt.  
 
Um von kultivierten Zelllinien Gefrierkulturen anzulegen wurden die Zellen wie im vorherigen 
Abschnitt angegeben vom Zellboden abgelöst. Nach dem Resuspendieren wurde die 
Zellsuspension in ein 15 ml Zentrifugenröhrchen überführt und die Zellen bei 4 °C mit 400 x g 
für 10 min pelletiert. Danach wurde der Überstand verworfen das Zellpellet in 2 ml 
Einfriemedium aufgenommen und die Zellzahl mit Einfriermedium auf 5 x 106 Zellen/ml 
eingestellt. Jeweils ein 1 ml wurde nun in vorbeschriftete Kryoröhrchen gegeben, welche in 
einen Gefrierkontainer bei -80 °C schonend eingefroren wurden. Nach 48 Std. wurden die 
Aliquots aus dem Gefrierkontainer entnommen und in in Gefrierboxen eingeordnet. 
 
 
4.1.3 DAPI-Kontrolltest auf Mykoplasmenkontamination 
 
Um die kultivierten Zelllinien auf eine Kontamination mit Mykoplasmen zu überprüfen wurde 
alle 4-6 Wochen ein DAPI-Kontrolltest durchgeführt. Dazu wurden die zu untersuchenden 
Zelllinien dünn auf in 24-Napf Platten ausgelegte Deckgläser ausgesät und für ca. 4 bis 6 
Std. im Brutschrank bei 37 °C und 5 % CO2 kultiviert. Anschließend wurden das 
Zellkulturmedium abgenommen, die Zellen einmal mit PBS gewaschen, dann mit 250µl 
DAPI-Lösung bedeckt und bei 37 °C inkubiert. Nach  15 min wurde die DAPI-Lösung 
abgenommen und die Zellen zweimal mit PBS gewaschen bevor sie 
fluoreszenzmikroskopische untersucht wurden. 
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4.1.4 Transfektion 
 
Der Begriff Transfektion bezeichnet das Einschleusen von unverpackter DNS (hier Plasmide) 
in eukaryotische Zellen. Zur Transfektion von BHK-21- und HEK-293T-Zellen wurde das 
Transfektionsreagenz Lipofectamine2000 und für die Transfektion von Fledertierzelllinien 
Lipofectamine2000 LTX unter Zugabe des PLUS Reagenzes verwendet. Wenn nicht anders 
angegeben, wurden bei Einzelxpressionsversuchen pro Napf einer 24-Napf Platte 1µg, bzw. 
pro Napf einer 6-Napf Platte 4 µg Plasmid-DNS verwendet. Für die Transfektion von Zellen 
in Ø 10 cm Zellkulturschalen wurden 10 µg Plasmid-DNS verwendet. Die Transfektion 
erfolgte nach Angaben des Herstellers. 
 
 
4.1.5 Co-Expression des SSARS bzw. SBg08 mit der humanen trypsin-
ähnlichen Protease der Atemwege (HAT) 
 
Das SSARS ist für einen erfolgreichen Viruseintritt in Zielzellen essentiell (Hofmann und 
Pohlmann, 2004; Heald-Sargent und Gallagher, 2012), da es einerseits an den zellulären 
Rezeptor ACE2 (Li et al., 2005b) bindet und zudem die Fusion von viraler und zellulärer 
Membran vermittelt (Xiao et al., 2003; Wang et al., 2004). Zur Erlangung seiner fusogenen 
Eigenschaften ist es nötig, dass das S-Protein eine Spaltung durch zelluläre Proteasen 
unterläuft (Eckert und Kim, 2001; Simmons et al., 2004; Harrison, 2008). Durch die Spaltung 
des SSARS wird das zuvor verborgene Fusionspeptid freigelegt, kann nun in zelluläre 
Membranen inserieren und die Fusion von viraler und zellulärer Membran (Plamamembran 
oder endosomale Membranen) vermitteln (Bosch et al., 2004; Sainz et al., 2005; Guillen et 
al., 2007). Während es für die S-Proteine der SARSr-CoV noch keine Daten gibt, die eine 
Spaltung belegen, konnten für das SSARS mehrere zelluläre Proteasen identifiziert werden, 
welche es zur Aktivierung seiner fusogenen Eigeschaften spalten, darunter Cathepsin-L, die 
Typ-II transmembrane Serin-Protease (TMPRSS2) und die humane trypsin-ähnliche 
Protease der Atemwege (human airway trypsin-like protease, HAT) (Simmons et al., 2005; 
Huang et al., 2006; Bosch et al., 2008; Matsuyama et al., 2010; Bertram et al., 2011; 
Glowacka et al., 2011). 
Die Spaltung des SSARS durch HAT geschieht an dem Arginin an Position 667 (R667) und ist 
ausreichend um es für Zell-Zell-Fusion zu aktivieren wenn es in cis (d.h. in der selben Zellen 
wie auch das SSARS) oder trans (in einer Zelle, welche zu einer SSARS exprimierenden Zelle 
benachbart ist) exprimiert wird (Bertram et al., 2011). 
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Zur Untersuchung einer möglichen Spaltung von SARSr-CoV-S durch zelluläre Proteasen 
wurde exemplarisch HAT ausgewählt und zusammen mit dem SBg08 co-exprimiert. Zum 
Vergleich und als Positiv-Kontrolle wurde das SSARS hinzugezogen. Für einen bessere 
Detektion der verwendeten Proteine mittels Antikörpern wurden S-Proteine, welche C-
terminal mit einem HA-Epitop versehen wurden, sowie HAT mit einem C-terminalen FLAG-
Epitop verwendet (SSARS-HA bzw. SBg08-HA). 
 
Für den Versuch wurden HEK-293T-Zellen in 6-Napf Platten ausgesät (4.1.1) und sobald sie 
einen zu ca. 75 % konfluenten Monolayer ausgebildet hatten erfolgte die Transfektion (4.1.4) 
mit Expressionsplasmiden für HAT-FLAG und SSARS-HA oder SBg08-HA. Ansätze mit leerem 
pCG1-Expressionsplasmid anstelle von HAT-FLAG oder der CoV-S-HA wurden als Negativ-




SARS-CoV (Fra1)-S-HA; SSARS-HA 
 









Tabelle 15: Übersicht über die verwendeten Kombinationen aus CoV-S und HAT bzw. 
Leervektor (pCG1) für die Co-Expresion zur Untersuchung der Spaltbarkeit des SBg08 durch 
HAT. 
 
Die Zellen wurden anschließend für 16 Std. bei 37 °C und 5 % CO2 inkubiert, bevor 
Zelllysate hergestellt (4.4.2) und die Spaltung der S-Proteine durch SDS-PAGE (4.4.5) und 
Westernblot-Analyse mit anschließender Antikörperinkubation (4.4.6) untersucht wurden. 
 
 
4.1.6 Zellbasierter Fusionstest 
 
Der zellbasierte Fusionstest beruht auf der Tatsache, dass SSARS exprimierende Zellen nach 
Protease-Behandlung in der Lage sind, mit hACE2-exprimierenden Zellen zu verschmelzen, 
was zur Ausbildung von mehrkernigen Riesenzellen, sogenannten Synzytien, führt 
(Simmons et al., 2004; Matsuyama et al., 2005; Sha et al., 2006). Es ist zudem bekannt, 
dass SSARS-tragende VSV- und HIV-Pseudotypen nach proteolytischer Aktivierung in der 
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Lage sind, direkt an der Plasmamembran mit der Wirtszelle zu fusionieren (Watanabe et al., 
2008; Belouzard et al., 2009; Shulla et al., 2011).  
Die Zellfusion ist durch die fusogene Aktivität des S-Proteins bedingt. Im Kontext einer 
Virusinfektion wird das SSARS nach Rezeptor-vermitelter Endozytose innerhalb der 
Endosomen durch zelluläre Proteasen wie z.B. Cathepsin-L (Simmons et al., 2005; Huang et 
al., 2006; Bosch et al., 2008) proteolytisch gespalten, wodurch es seine fusogene Aktivität 
erlangt und zu einem Verschmelzen von viraler und zellulärer Membranen führt. Zusätzlich 
konnte gezeigt werden, dass Wirtszell Proteasen wie HAT oder TMPRSS2 ebefalls in der 
Lage sind, das SSARS zu aktivieren (Matsuyama et al., 2010; Bertram et al., 2011; Glowacka 
et al., 2011). HAT und TMPRSS2 werden in vielen Bereichen des humanen Respirations- 
und Verdauungstraktes exprimiert (Bertram et al., 2012) und ihre Lokalisierung in der 
Plasmamembran führt -  im Gegensatz zum Catepsin L - zu einer extrazellulären Aktivierung 
des SSARS, was wiederum die Synzytienbildung begünstigt. Aufgrund dieser Eigenschaften ist 
z.B. TMPRSS2 das Ziel der Entwicklung von antiviralen Wirkstoffen (Kawase et al., 2012; 
Meyer et al., 2013; Simmons et al., 2013).  
 
Für den zellbasierten Fusionstest wurden BHK-21-Zellen in 24-Napf Platten mit einer 
Zelldichte von 100.000 Zellen/Napf auf Deckgläsern ausgesät (siehe: 4.1.1) und im 
Brutschrank bei 37 °C und 5 % CO2 kultiviert. Nach 24 Std. erfolgte die Transfektion der 
Zellen (siehe: 4.1.4) mit verschiedenen Kombinationen aus SSARS-DsRed, SBg08-DsRed, bzw. 
den unmarkierten S-Chimären aus SSARS und SBg08 mit den unterschiedlichen ACE2-eGFP 
Expressionsplasmiden in 4-fach Ansätzen, wobei pro Deckglas 1 µg CoV-S und 0,5 µg 
ACE2-Expressionsplasmid verwendet wurden. Als Kontrollansätze dienten Zellen, bei denen 
leerer pCG1 Vektor entweder anstelle des CoV-S oder des ACE2-Expressionsplasmides 
eingesetzt wurde. 24 Std. nach Transfektion wurden das Zellkulturmedium abgenommen, die 
Zellen einmal mit PBS gewaschen und pro 4-fach Ansatz zwei Ansätze mit Fusionsmedium 
für 4 Std. im Brutschrank bei 37 °C und 5 % CO2 kultiviert, während die verbliebenen zwei 
Ansätze anstelle von Fusionsmedium nur Zellkulturmedium ohne Zusatz von FKS erhielten 
(Fusions Negativ-Kontrollen). Anschließend wurden die Überstande von allen Ansätzen 
abgenommen, die Zellen dreimal mit PBS gewaschen und mit Zellkulturmedium kultiviert. 
Nach weiteren 24 Std. wurde das Zellkulturmedium entfernt, die Zellen dreimal mit PBS 
gewaschen und für 20 min bei Raumtemperatur mit 3 %iger Paraformaldehydlösung fixiert. 
Dann wurden die Zellen einmal mit PBS gewaschen und für 10 min mit 0.5 M Glycin/PBS 
inkubiert, bevor die Zellen erneut einmal mit PBS gewaschen wurden. Als Nächstes wurden 
die Ansätze zum Anfärben der zellulären Nuklei mit DAPI-Lösung für 10 min bei 37 °C 
inkubiert, dann zweimal mit PBS und dreimal mit Aqua bidest. gewaschen und 
schlussendlich mit Mowiol auf Objektträgern eingedeckelt (siehe 4.4.7). Die 
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fluoreszenzmikroskopische Auswertung des zellbasierten Fusionstests erfolgte mit einem 
Nikon Eclipse Ti Fluoreszenzmikroskop und der Nikon NIS Elements AR Software. Die 
Bearbeitung des Kontrastes und der Intensität der Aufnahmen erfolgte unter der 





SARS-CoV (Fra1)-S-DsRed; SSARS-DsRed 
SARS-CoV (Fra1)-S; SSARS 
SARS-CoV (Fra1)-S (ED); SSARS(ED) 
SARS-CoV (Fra1)-S (S1S2_R797); SSARS(S1S2_R797) 
SARS-CoV (Fra1)-S (S1); SSARS(S1) 
SARS-CoV (Fra1)-S (RBD); SSARS(RBD) 
SARS-CoV (Fra1)-S (RBM); SSARS(RBM) 
 
SARSr-CoV (Bg08)-S-DsRed; SBg08-DsRed 
SARSr-CoV (Bg08)-S (ED); SBg08(ED) 
SARSr-CoV (Bg08)-S (S1S2_R801); SBg08(S1S2_R801) 
SARSr-CoV (Bg08)-S (S1); SBg08(S1) 
SARSr-CoV (Bg08)-S (RBD); SBg08(RBD) 











Tabelle 16: Übersicht über die verwendeten CoV-S und ACE2 für den zellbasierten Fusionstest. 
 
 
4.2 Virologische Methoden 
 
4.2.1 Virusanzucht replikationsfähiger Viren 
 
Die für die Infektionsversuche benötigten Viren wurden auf geeigneten Zelllinien bzw. in 
embryonierten Hühnereiern vermehrt (Tabelle 17). Während die Vermehrung von 
BRSV(GFP) (MDBK), SeV(DsRed) (Vero), VSV(GFP) (BHK-21) und TGEV (ST) auf 
permanenten Zelllinien erfolgte, wurden die verschiedenen FLUAV-Stämme in 
embryonierten SPF Hühnereier sowie das MVA-T7 in primären embryonalen 
Hühnerfibroblasten (CEF) vermehrt. Außer der Vermehrung der FLUAV-Stämme, welche 
durch M. Erdt (H7N7 und H9N2, (Erdt, 2012)) und D. Punyadarsaniya (H1N1 und H3N2, 
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(Punyadarsaniya, 2011)) im Rahmen ihrer jeweiligen Doktorarbeiten erfolgte, wurden alle 
andere Viren selbst vermehrt. 
Dazu wurde die jeweilige Zelllinie in Ø 14,5 cm Zellkulturschalen ausgesät, so dass die 
Zellen zum Zeitpunkt der Infektion einen zu ca. 90 % konfluenten Monolayer ausgebildet 
hatten. Dann wurde der Zellkulturüberstand abgenommen, die Zellen dreimal mit PBS 
gewaschen und anschließend mit 5 ml der jeweiligen Virussuspension inokuliert. Die 
Virussuspension enthielt 1:1.000 (alle außer VSV(GFP)) bis 1:10.000 (VSV(GFP)) 
verdünntes Input-Virus. Nach einer Inkubationszeit von 2 Std. bei 37 °C und 5 % CO2 auf 
einem horizontalen Schwenker wurde das Inokulum entfernt, die Zellen dreimal mit PBS 
gewaschen und mit 20 ml Zellkulturmedium ohne (SeV(DsRed), TGEV, VSV(GFP) und 
MVA-T7) bzw. in Anwesenheit von 1 % FKS für die in Tabelle 17 angegebene Zeitdauer 
inkubiert. Bei der Vermehrung von SeV(DsRed) wurde dem Zellkulturmedium zusätzlich 
noch azetyliertes Trypsin mit einer finalen Konzentration von 1 µg/ml hinzugegeben. Nicht-
infizierte Zellen dienten jeweils als Negativ-Kontrollen und zur Abschätzung des 
zytopatischen Effektes für den optimalen Erntezeitpunkt. 
 
Virus Wirtsorganismus Inkubation Sonstiges 
BRSV(GFP) MDBK 72 bis 96 Std.  
SeV(DsRed) Vero 48 Std. + azet. Trypsin 
VSV(GFP) BHK-21 24 Std.  
TGEV ST 24 Std.  
Influenza A-Virus H1N1 
(A/swine/Potsdam/15/81) 
Embryoniertes SPF 
Hühnerei 72 Std. *
1+3 
Influenza A-Virus H3N2 
(A/swine/Bissendorf/IDT1864/2003) 
Embryoniertes SPF 
Hühnerei 72 Std. *
1+3 
Influenza A-Virus H7N7 
(A/duck/Potsdam/15/80) 
Embryoniertes SPF 
Hühnerei 72 Std. *
2+3 
Influenza A-Virus H9N2 
(A/chicken/Saudi Arabia/CP7/98) 
Embryoniertes SPF 
Hühnerei 72 Std. *
2+3 
MVA-T7 CEF 48 Std. intrazell. Virus 
Tabelle 17: Übersicht über die Bedingungen für die Virusanzucht. 
*1: Die Virusanzucht wurde von D. Punyadarsaniya (Institut für Virologie, Stiftung Tierärztliche 
Hochschule Hannover) im Rahmen ihrer Doktorarbeit durchgeführt (Punyadarsaniya, 2011). 
*2: Die Virusanzucht wurde von M. Erdt (Institut für Virologie, Stiftung Tierärztliche Hochschule 
Hannover) im Rahmen ihrer Doktorarbeit durchgeführt (Erdt, 2012). 
*3: (Henle und Henle, 1949; Liu und Henle, 1951b; Liu und Henle, 1951a; Liu und Henle, 1953; Finter 
et al., 1954; Pyhala et al., 1987) 
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Für die Ernte von BRSV(GFP), SeV(DsRed), VSV(GFP) und TGEV wurde der 
Zellkulturüberstand in ein 50 ml-Zentrifugenröhrchen gegeben und durch Zentrifugation mit 
4.000 x g für 10 min bei 4 °C von Zelltrümmern getrennt. Der gereinigte Überstand wurde 
anschließend in 1 ml-Portionen in Kryoröhrchen aliquotiert und mithilfe von flüssigem 
Stickstoff schockgefroren. Die Lagerung der Aliquots erfolgte bei -80 °C. 
Im Falle des MVA-T7 wurde der Zellkulturüberstand zunächst in ein 50 ml-
Zentrifugenröhrchen gegeben und die verbliebenen Zellen durch dreimaligen Gefrier-Tau-
Zyklus (Einfrieren bei -80 °C mit anschließendem Auftauen bei 37 °C, (Hornemann et al., 
2003)) aufgeschlossen, um auch intrazelluläre Viren zu ernten. Die aufgeschlossenen Zellen 
wurden anschließend mit dem Zellkulturüberstand vereint und die virushaltige Lösung durch 
Zentrifugation (wie zuvor beschrieben) von Zelltrümmern befreit. Das Aliquotieren und die 
Lagerung erfolgte analog zu den anderen Viren. 
 
 
4.2.2 Herstellung und Vermehrung des replikationsdefizienten, 
VSV-G-transkomplementierten Virus der vesikulären 
Stomatitis (VSV), VSV∆G(eGFP/fLuc).  
 
Das replikationsdefiziente Virus der vesiukulären Stomatitis, VSV∆G(eGFP/fLuc), welches im 
Verlauf dieser Arbeit für die Herstellung von VSV-Pseudotypen (VSVpp) verwendet wurde 
(4.2.5), basiert auf einem modifizierten Genom des wildtyp VSV Indiana-Stammes (VSVwt) 
(Abbildung 25). Beim VSV∆G(eGFP/fLuc)-Genom wurde, im Vergleich zum VSVwt-Genom, 
der offene Leserahmen (ORF) für das VSV-Glykoprotein (G) durch zwei separate ORFs für 
ein verstärkt grün-fluoreszierendes Protein (eGFP) und eine Leuchkäfer- (Photinus pyralis, 
firefly) Luziferase (fLuc) ersetzt. Eine eigenständige Replikation ist für VSV∆G(eGFP/fLuc) in 
infizierten Zellen nicht möglich, da das VSV-G aufgrund der fehldenden genetischen 
Information nicht exprimiert werden kann. Um das replikationsdefiziente VSV∆G(eGFP/fLuc) 
erfolgreich aus Plasmid-DNS herzustellen und nachfolgend zu vermehren, ist daher eine 
Transkomplementierung durch das VSV-G oder eines anderen geeigneten Glykoproteins 
notwendig. Die Herstellung von Viren aus Plasmid-DNS wird auch als Virus-Rescue 
bezeichnet. Das Plasmid-System setzt sich aus Expressionsplasmiden für den VSV-
Polymerasekomplex - bestehend aus VSV-N, -P und -L - sowie dem plasmidkodierten 
Virusgenom zusammen. Es wurde von G. Zimmer (Institut für Virologie und Immunologie, 
Mittelhäusern, Schweiz) bereitgestellt. 
 
Beim Virus-Rescue für das replikationsdefiziente, VSV-G-transkomplementierte 
VSV∆G(eGFP/fLuc), kam die BHK-21(G43)-Zelllinie (Hanika et al., 2005) zum Einsatz 
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(Abbildung 26). Diese Zelllinie basiert auf einem BHK-21-Zellklon, welcher für die 
Transkomplementierung des VSV∆G(eGFP/fLuc) stabil mit dem VSV-G (im GeneSwitch 
System) transfiziert und nachfolgend selektioniert (über die, durch das GeneSwitch System 
vermittelten Hygromycin und Zeocin Resistenzen) wurde. Das GeneSwitch-System wurde 
ursprünglich von Wang et al. entwickelt (Wang et al., 1994) und erlaubt eine stabile 
Transfektion von Zelllinien, da es sich in das Wirtszellgenom integriert. Die VSV-G-
Expression ist im GeneSwitch System durch Mifepriston reguliert und erfolgt nur bei dessen 
Anwesenheit im Zellkulturmedium. Diese Form der induzierten Proteinexpression erlaubt es, 
die genetische Information für zelltoxische Proteine (wie das VSV-G (Martinez und Wertz, 




Abbildung 25: Unterschiede zwischen dem  wildtyp VSV- und dem replikationsdefizienten 
VSV∆G(eGFP/fLuc)-Genom . 
Ursprung des, für die VSVpp-Herstellung verwendeten, VSV∆G(eGFP/fLuc) ist der VSV Indiana-
Stamm (VSVwt). Nach den ORFs für das Nukleoprotein (N), Phosphoprotein (P) und Matrixprotein (M) 
folgen im VSV wt Genom noch die ORFs für das VSV-Glykoprotein (G) und der RNS-abhängigen-
RNS-Polymerase (RdRp, L). Zur Erzeugung von replikationsdefizienten VSV-Partikeln wurde der ORF 
des G-Proteins entfernt und durch zwei individuelle Reportergen-Leserahmen für ein verstärkt grün-
fluoreszierendes Protein (GFP) sowie eine Leuchtkäfer-Luziferase (fLuc) ersetzt. 
 
 
Zunächst wurden BHK-21(G43)-Zellen in Ø 3,5 cm Zellkulturschalen ausgesät (Abbildung 
26, Punkt 1) und sobald sie einen zu ca. 75 % konfluenten Monolayer ausgebildet hatten, 
erfolgte die Infektion mit modifiziertem Vaccinia Virus Ankara (MVA-T7; Abbildung 26, Punkt 
2), infolge dessen, infizierte Zellen die viruskodierte RNS-Polymerase des T7 
Bakteriophagen (T7-Polymerase) exprimierten (Sutter und Moss, 1995; Sutter et al., 1995). 
Dieser Schritt hatte zur Grundlage, dass die Expressionsplasmide für VSV-N (pTM1-VSV-N), 
VSV-P (pTM1-VSV-P) und VSV-L (pTM1-VSV-L) einen T7-Promotor besaßen und im 
Zytoplasma durch die T7-Polymerase transkribiert werden mussten. Dazu wurde zunächst 
der Zellkulturüberstand abgenommen, die Zellen dreimal mit PBS gewaschen und danach 
mit 5 ml, in DMEM verdünntem MVA-T7 (MOI = 3), inokuliert. Die Ansätze wurden 
anschließend für 1 Std. bei 37 °C und 5 % CO2 schwenkend inkubiert. Als Nächstes wurde 
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das Inokulum wieder abgenommen, die Zellen dreimal mit PBS gewaschen und für 6 Std. bei 
37 °C und 5 % CO2 mit Zellkulturmedium inkubiert, bevor die Transfektion (4.1.4) mit 
Expressionsplasmiden für den VSV-Polymerasekomplex - bestehend aus VSV-N, -P und -L - 
sowie dem plasmidkodierten VSV∆G(eGFP/fLuc)-Genom (pVSV∆G(eGFP/fLuc)) erfolgte 
(Abbildung 26, Punkt 3). Für die Transfektion einer Ø 3,5 cm Zellkulturschalen wurden 1,5 µg 
pTM1-VSV-N, 2,5 µg pTM1-VSV-P, 1,0 µg pTM1-VSV-L und 5,0 µg pVSV∆G(eGFP/fLuc) 
verwendet. Nicht-transfizierte Zellen dienten als Negativ-Kontrolle. Im Anschluss an die 6-
stündige Inkubationsphase der Zellen mit den Transfektionsansätzen wurden die 
Zellkulturüberstände abgenommen und die Zellen zweimal mit PBS gewaschen. Danach 
wurden 2 ml Zellkulturmedium (DMEM mit 3 % FKS), welches zur VSV-G-
Transkomplementierung mit Mifepriston (Endkonzentration 10 nM) versetzt worden war, zu 
den Zellen gegeben und diese bei 37 °C und 5 % CO2 inkubiert (Abbildung 26, Punkt 4 und 
Punkt 5).  
Nach einer Inkubationsphase von 24 bis maximal 48 Std. (abhängig vom Zustand der Zellen) 
wurde der Zellkulturüberstand in ein 2 ml-Reaktionsgefäß überführt (Abbildung 26, Punkt 6) 
und für 10 min mit 10.000 x g bei 4 °C zentrifugiert um vorhandene Zelltrümmer zu 
pelletieren. Der geklärte Überstand wurde anschließend mit 8 ml, 3 % FKS-haltigem DMEM 
gemischt und auf neue, in Ø 10 cm Zellkulturschalen konfluent gewachsene sowie für 6 Std. 
Mifepriston-induzierte BHK-21(G43)-Zellen gegeben (Abbildung 26, Punkt 7). Die Ansätze 
wurden für maximal 72 Std. bei 37 °C und 5 % CO2 inkubiert und nach dem Auftreten eines 
zytopathischen Effektes (das Abrunden bzw. das Ablösen von Zellen) im Vergleich zu den 
nicht-tranfizierten Zellen wurde der VSV∆G(eGFP/fLuc)-haltige Zellkulturüberstand geerntet 
(Abbildung 26, Punkt 8). Dazu wurde das Zellkulturmedium in ein 50 ml Zentrifugenröhrchen 
überführt und durch eine 10-minütige Zentrifugation mit 10.000 x g bei 4 °C von 
Zelltrümmern befreit. Zur Reinigung des VSV∆G(eGFP/fLuc)-haltige Zellkulturüberstandes 
von co-repliziertem MVA-T7, wurde die Lösung mit einer 10 ml-Spritze zweimal durch einen 
sterilen Membranfilter (Porengröße 0,2 µm) gepresst. Das Filtrat wurde im Anschluss in 100 
µl-Portionen in Kryoröhrchen aliquotiert und mithilfe von flüssigem Stickstoff schockgefroren. 
Eine Lagerung der Aliquots erfolgte bei -80 °C. Die so erzeugten VSV∆G(eGFP/fLuc)-Stocks 
(Passage 1) wurden aufgrund ihres geringen Virusgehaltes nicht direkt für die Herstellung 
von VSVpp (4.2.5) verwendet sondern zunächst ein weiteres Mal auf Mifepriston-induzierten 
BHK-21(G43)-Zellen vermehrt. 
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Abbildung 26: Schematische Darstellung der Herstellung von replikationsdefizienten, VSV-G-
transkomplementierten VSV∆G(eGFP/fLuc) aus Plasmid-DNS. 
In Ø 3,5 cm Zellkulturschalen gewachsene BHK-21(G43)-Zellen (1) wurden zunächst mit MVA-T7 
infiziert (2) und, nachdem ausreichend viruskodierte T7-Polymerase im Zytoplasma vorlag, mit 
Expressionsplasmiden für den Polymerasekomplex des VSV (VSV-N, -P und -L) sowie dem 
plasmidkodierten VSV∆G(eGFP/fLuc)-Genom co-transfiziert (3). Anschließend wurden die BHK-
21(G43)-Zellen duch Zugabe von Mifepriston zur Expression von VSV-G induziert (4), welches der 
Transkomplementierung von de novo gebildetem VSV∆G(eGFP/fLuc) diente (5). Der virushaltige 
Zellkulturüberstand (6) wurde verwendet um neue, Mifepriston-induzierte BHK-21(G43)-Zellen zu 
infizieren (7) und so das VSV-G-transkomplementierten VSV∆G(eGFP/fLuc) zu vermehren (8). 
 
 
Dazu wurden BHK-21(G43)-Zellen in Ø 14,5 cm Zellkulturschalen ausgesät und sobald sie 
einen zu ca. 90 % konfluenten Monolayer ausgebildet hatten der Zellkulturüberstand 
abgenommen, die Zellen einmal mit PBS gewaschen und im Anschluss für 6 Std. bei 37 °C 
und 5 % CO2 mit Zellkulturmedium (DMEM mit 3 % FKS) inkubiert, welches zur Induktion der 
VSV-G-Expression mit Mifepriston (Endkonzentration 10 nM) versetzt wurde. Dann wurde 
der Zellkulturüberstand abgenommen, die Zellen dreimal mit PBS gewaschen und mit 10 ml 
Infektionslösung, bestehend aus 9,9 ml DMEM und 100 µl des VSV∆G(eGFP/fLuc)-Stocks 
(Passage 1 bis maximal Passage 3), inokuliert. Die Ansätze wurden für 1 Std. bei 37 °C und 
5 % CO2 schwenkend inkubiert. Im Anschluss wurde das Inokulum wieder abgenommen, die 
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Zellen dreimal mit PBS gewaschen und mit Mifepriston-versetztem, 3 % FKS-haltigem 
DMEM bei 37 °C und 5 % CO2 inkubiert. Wenn nach 16 bis 20 Std. p.i. ein deutlicher 
zytopathischer Effekt (abgerundete / abgelöste Zellen) im Vergleich zu nicht-infizierten Zellen 
zu erkennen war, wurden die Zellkulturüberstände in 50 ml Zentrifugenröhrchen überführt, 
durch Zentrifugation (siehe oben) von Zelltrümmern getrennt und in 1 ml-Portionen in 
Kryoröhrchen aliquotiert. Die Aliquots wurden anschließend mithilfe von flüssigem Stickstoff 
schockgefroren und bei -80 °C gelagert. Bevor die so vermehrten VSV∆G(eGFP/fLuc)-
Stocks für die Herstellung von VSVpp verwendet werden konnte, wurde zuvor noch der 
Virusgehalt bestimmt (4.2.3). 
 
 
4.2.3 Quantifizierung des Virusgehaltes für replikationsfähige 
Viren und das replikationsdefiziente, VSV-G-
transkomplementierte VSV∆G(eGFP/fLuc) 
 
Für die Quantifizierung des Virusgehaltes von den jeweiligen Virusstocks wurden die in 
Tabelle 18 angegebenen Zelllininen verwendet. Die Zellen wurden in 96-Napf Platten 
ausgesät und sobald sie einen konfluenten Monolayer ausgebildet hatten, mit dekadischen 
Verdünnungsstufen (10-1- bis 10-6-Verdünnung, in DMEM) sowie unverdünntem Virusstock 
(100-Verdünnung) infiziert. Dazu wurde der Zellkulturüberstand abgesaugt, die Zellen 
zweimal mit PBS gewaschen und mit 50 µl des unverdünnten Virusstocks oder den 
Verdünnungsstufen inokuliert. Je Verdünnungsstufe wurden vier parallele Ansätze 
verwendet. Dann wurden die Zellen für 1 Std. bei 37 °C und 5 % CO2 schwenkend inkubiert, 
bevor das Inokulum wieder abgenommen und die Zellen dreimal mit PBS gewaschen 
wurden. Anschließend wurden die Ansätze für die Quantifizierung von replikationsfähigen 
Viren mit 100 µl Methylzellulose-Medium überschichtet. Für BRSV(GFP)-, VSV(GFP)-, 
TGEV- bzw. MVA-T7-infizierte Ansätze wurde FKS-haltiges Methylzellulose-Medium 
verwendet, während bei Ansätzen welche mit SeV(DsRed) oder den verschiedenen FLUAV-
Stämmen infiziert wurden, FKS-freies Methylzellulose-Medium zum Einsatz kam, das 
zusätzlich noch mit azetyliertem Trypsin in einer finalen Konzentration von 1 µg/ml versetzt 
wurde. Bei der Quantifizierung von VSV-G-transkomplementiertem VSV∆G(eGFP/fLuc) 
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Virus Zelllinie Nachweis 
BRSV(GFP) Vero IFA: GFP (viruskodiert) 
SeV(DsRed) Vero IFA: DsRed (viruskodiert) 
VSV(GFP) BHK-21 IFA: GFP (viruskodiert) 
TGEV ST IFA: Antikörperfärbung gegen TGEV-S*1 
Influenza A-Virus H1N1  
A/swine/Potsdam/15/81 MDCKII 
IFA: Antikörperfärbung  
gegen FLUAV-NP*1 
Influenza A-Virus H3N2  
A/swine/Bissendorf/IDT1864/2003 MDCKII 
IFA: Antikörperfärbung  
gegen FLUAV-NP*1 
Influenza A-Virus H7N7 
A/duck/Potsdam/15/80 MDCKII 
IFA: Antikörperfärbung  
gegen FLUAV-NP*1 
Influenza A-Virus H9N2 
A/chicken/Saudi Arabia/CP7/98 MDCKII 
IFA: Antikörperfärbung  
gegen FLUAV-NP*1 
MVA-T7 BHK-21 IFA: Antikörperfärbung gegen Vaccinia Virus*1 
VSV∆G(eGFP/fLuc),  
VSV-G-transkomplementiert BHK-21 IFA: GFP (viruskodiert) 
Tabelle 18: Übersicht über die verwendeten Zelllinien für die Quantifizierung der 
replikationsfähigen Viren und dem VSV-G-transkomplementierten VSV∆G(eGFP/fLuc). 
*1: Die verwendeten Antikörper sind in Tabelle 19 angegeben. 
 
 
Nach einer Inkubationszeit von 24 bzw. 48 (BRSV(GFP)) Std. bei bei 37 °C und 5 % CO2 
wurde der Zellkulturüberstand abgenommen, die Zellen dreimal mit PBS gewaschen und 
durch eine 20-minütige Inkubation mit 3 %iger Paraformaldehydlösung bei Raumtemperatur 
fixiert. Dann wurde die Paraformaldehydlösung abgenommen, die Zellen einmal mit 
PBS/Glycin gewaschen und zusätzlich noch für 10 min mit PBS/Glycin inkubiert, bevor die 
Zellen zweimal mit PBS gewaschen wurden.  
 
Die Quantifizierung des Gehaltes an BRSV(GFP), SeV(DsRed), VSV(GFP) oder VSV-G-
transkomplementiertem VSV∆G(eGFP/fLuc) konnte direkt im Anschluss erfolgen. Dazu 
wurde das PBS wieder abgenommen und die Platten mit einem Nikon Eclipse Ti 
Fluoreszenzmikroskop und der Nikon NIS Elements AR Software fluoreszenzmikroskopisch 
auf das Vorhandensein der (Virusinfektion-bedingten) Expression des jeweiligen 
fluoreszierenden Proteins (Tabelle 18) untersucht. Es wurde für die Quantifizierung die 
jeweilige Verdünnungsstufe ausgewählt, bei der mindestens 20, klar voneinander 
abgegrenzte, infizierte Bereiche (replikationsfähige Viren) bzw. mindestens 80 infizierte 
Einzelzellen (VSV-G-transkomplementiertes VSV∆G(eGFP/fLuc)) vorhanden waren. Der 
Methoden  123 
 
Durchschnitt an infizierten Bereichen bzw. Einzelzellen der vier parallelen Ansätze wurde mit 
dem zur Verdünnungsstufe (100 bis 10-7) reziproken Verdünnungsfaktor (100 bis 107) 
multipliziert und auf ein Volumen von 1 ml hochgerechnet. Die Angabe des Virusgehaltes 
erfolgte in der Einheit ffu/ml, wobei ffu für Foci-formende Einheiten (foci forming units) steht. 
 
Da im Fallle von TGEV, den verschiedenen FLUAV-Stämmen und MVA-T7 keine 
fluoreszierenden Proteine im Virusgenom kodiert sind erfolgte die Quantifizierung dieser 
Viren erst nach zusätzlicher Antikörperfärbung gegen virale Antigene, mittels indirekter 
Immunofluoreszenzanalyse (IFA, 4.4.7). Dazu wurden die Zellen nach dem Waschen 
permeabilisiert und so intrazelluläres Antigen vom Antikörper erkannt werden konnte. Das 
Permeabilisieren der Zellen erfolgte durch eine 10-minütige Inkubation mit 0,2 M Triton-X-
100-Lösung für TGEV-infizierte bzw. durch eine 30-sekündige Inkubation mit 
Methanol/Azeton (1:1, v/v) für FLUAV- und MVA-T7-infizierte Zellkulturen, da letztere 
Methode zusätzlich noch die Kernmembran permeabilisiert und so die Detektion von viralen 
Antigenen im Nukleus erlaubt. Unabhängig von der Art der Permeabilisierung wurden die 
Zellen im Anschluss dreimal mit PBS gewaschen, bevor die Inkubation mit Virus-
spezifischen Primär- (Tabelle 10) und Fluoreszenz-gekoppelten Sekundärantikörpern 
(Tabelle 11) durchgeführt wurde (4.4.7).  
 
Antigen Primärantikörper Sekundärantikörper 
TGEV-S Anti-TGEV-S (6A.C3) Anti-Maus-Cy3 
FLUAV-NP Anti-FLUAV-NP Anti-Maus-Cy3 
MVA-T7 Anti-Vaccinia Virus (polyklonal) Anti-Kaninchen-Cy3 
Tabelle 19: Übersicht über die verwendeten Antikörper zur Detektion von TGEV-, FLUAV- und 
MVA-T7-Antigenen in infizierten Zellen. 
 
 
Nach der Inkubation mit dem Fluoreszenz-gekoppelten Sekundärantikörper wurden die 
Zellen dreimal mit PBS gewaschen und fluoreszenzmikroskopisch auf das Vorhandensein 
positiver Antikörperfärbung untersucht. Die Quantifizierung und die Angabe der Virusmenge 
erfolgte analog zu der für replikationsfähige Viren beschriebenen Weise. 
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4.2.4 Infektion der auf Deckglaskulturen gewachsenen Zellen mit 
anschließendem Nachweis der Virusinfektion 
 
Für die Infektion von verschiedenen, auf Deckgläsern gewachsen Zelllinien mit 
replikationsfähigen RNS-Viren (BRSV(GFP), SeV(DsRed), FLUAV (verschiedene Stämme), 
VSV(GFP) und TGEV) sowie den produzierten VSV-Pseudotypen (VSVpp, 4.2.5) wurden 
zunächst die gewünschten Zellen auf in 24-Napf Platten ausgelegte Deckgläser ausgesät 
(4.1.1) und ggf. noch mit pAPN oder einem der verschieden ACE2 tranzfiziert (4.1.4). 
Nachdem die Zellen einen konfluenten Monolyer ausgebildet hatten wurde der 
Zellkulturüberstand abgenommen, die Zellen dreimal mit PBS gewaschen, dann mit 250 µl 
der jeweiligen Virussuspension inokuliert und für 1 Std. bei 37 °C und 5 % CO2 schwenkend 
inkubiert. Die Menge an Viruspartikeln - die Multiplizität der Infektion (multiplicity of 
infections, MOI) -  entsprach dabei der dreifachen Menge der Zellen zum Zeitpunkt der 
Infektion (MOI = 3). Für die Infektion mit den verschiedenen FLUAV-Stämmen wurde ein Teil 
der Ansätze zuvor noch mit Neuraminidase behandelt (4.4.1), um vorhandene Sialinsäuren 
von der Zelloberfläche zu entfernen und so den Sialinsäure-abhängigen Eintritt von FLUAV 
in Fledertierzelllinien zu untersuchen. Nach Ablauf der Inkubationsphase wurde das 
Inokulum abgenommen und die Zellen erneut dreimal mit PBS gewaschen. Anschließend 
wurden die Ansätze, welche mit den replikationsfähigen Viren inokuliert wurden, mit 1 ml 
Methylzellulose-Medium überschichtet, während die VSVpp-inokulierten Zellen DMEM 
erhielten, das mit 1 % FKS versetzt wurde. 
 
24 Std. (im Falle von BRSV(GFP) 48 Std.) p.i. wurde der Zellkultürüberstand abgenommen, 
die Zellen dreimal mit PBS gewaschen und  durch eine 20-minütige Inkubation mit 3 %iger 
Paraformaldehydlösung bei Raumtemperatur fixiert. Dann wurde die Paraformaldehydlösung 
abgenommen, die Zellen einmal mit PBS/Glycin gewaschen und zusätzlich noch für 10 min 
mit PBS/Glycin inkubiert, bevor die Zellen zweimal mit PBS gewaschen wurden. Da bei den 
Ansätzen, die mit BRSV(GFP), SeV(DsRed), VSV(GFP) oder den VSVpp inokuliert wurden 
im Falle einer erfolgreichen Infektion durch das virale Genom ein fluoreszierendes Protein 
exprimiert wurde (Tabelle 20), konnte bei diesen Ansätzen direkt mit der Färbung der 
Zellkerne durch eine 10-minütige Inkubation bei 37 °C mit DAPI-Lösung fortgesetzt werden. 
Im Anschluss an die Färbung der Zellkerne wurde die DAPI-Lösung wieder abgenomen und 
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Virus Antigen Nachweis 
BRSV(GFP) --- IFA (GFP) 
Influenza A-Virus H1N1  
A/swine/Potsdam/15/81 FLUAV-NP 
IFA (Anti-FLUAV-NP  
+ Anti-Maus-Cy3) 
Influenza A-Virus H3N2  
A/swine/Bissendorf/IDT1864/2003 FLUAV-NP 
IFA (Anti-FLUAV-NP  
+ Anti-Maus-Cy3) 
Influenza A-Virus H7N7 
A/duck/Potsdam/15/80 FLUAV-NP 
IFA (Anti-FLUAV-NP  
+ Anti-Maus-Cy3) 
Influenza A-Virus H9N2 
A/chicken/Saudi Arabia/CP7/98 FLUAV-NP 
IFA (Anti-FLUAV-NP  
+ Anti-Maus-Cy3) 
SeV(DsRed) --- IFA (DsRed) 
TGEV TGEV-S IFA (Anti-TGEV-S (6A.C3)  + Anti-Maus-Cy3) 
VSV(eGFP) --- IFA (GFP) 
VSVpp --- IFA (eGFP) 
Tabelle 20: Übersicht der für die Infektion von Deckglaskulturen verwendeten Viren und deren 
Nachweis in der indirekten Immunofluoreszenzanalyse (IFA). 
 
 
Im Gegensatz dazu musste bei den Ansätze, die mit den verschiedenen FLUAV-Stämmen 
oder TGEV inokuliert wurden nach dem Waschen ein Permeabilisierungsschritt durchgeführt 
werden, da bei diesen Viren kein fluoreszierendes Protein durch das virale Genom kodiert 
wird (Tabelle 20). Das Permeabilisieren (siehe auch Abschnitt 4.2.3) der Zellen erfolgte 
durch eine 10-minütige Inkubation mit 0,2 M Triton-X-100-Lösung (TGEV) bzw. durch eine 
30-sekündige Inkubation mit Methanol/Azeton (1:1, v/v; FLUAV). Anschließend wurden die 
Zellen dreimal mit PBS gewaschen, bevor die Inkubation mit Virus-spezifischen Primär- 
(Tabelle 10) und Fluoreszenz-gekoppelten Sekundärantikörpern (Tabelle 11) durchgeführt 
wurde (4.4.7). Im Anschluss an die Antikörperfärbung wurden die Deckgläser erneut dreimal 
mit PBS gewaschen und ebenfalls eine DAPI-Färbung durchgeführt. Die gefärbten und 
gewaschen Deckgläser wurden abschließend mit Mowiol auf einem Objektträger positioniert 
(4.4.7) und nach dem Aushärten erfolgte die fluoreszenzmikroskopische Auswertung mit 
einem Nikon Eclipse Ti Fluoreszenzmikroskop und der Nikon NIS Elements AR Software. 
Die Bearbeitung des Kontrastes und der Intensität der Aufnahmen erfolgte unter der 
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4.2.5 Herstellung von VSV-Pseudotypen (VSVpp) 
 
Im Allgemeinen wird der Begriff Pseudotyp-Virus für Viren verwendet, wenn diese anstelle 
des eigenen ein fremdes (i.d.R. virales) Glykoprotein in ihre Hülle eingebaut haben und 
deren Zelleintritt nun auf den Eigenschaften des „neuen“ Glykoproteins basiert. Die 
Herstellung bezeichnet man als Pseudotypisierung, wobei das fremde Glykoprotein enweder 
im Genom integriert ist (Rekombinante Viren) oder separat (in trans), z.B. durch ein anderes 
Virus oder per Expressionsplasmid, exprimiert wird. Entdeckt wurden Pseudotyp-Viren durch 
die Beobachtung, dass Virionen die aus Zellen hervorgingen, welche mit anderen Viren Co-
Infiziert waren, einen neuen Phänotyp aufwiesen (Zavada, 1972; Zavada und Rosenbergova, 
1972; Zavada, 1976; Weiss und Wong, 1977; Witte und Baltimore, 1977; Zavada, 1982; 
Canivet et al., 1990; Lusso et al., 1990; Spector et al., 1990; Zhu et al., 1990). 
Mehrere Viren haben sich als besonders für die Pseudotypisierung geeignet herausgestellt 
und werden daher von verschiedenen Forschergruppen weltweit verwendet: Zu diesen Viren 
zählen u.a. Lentiviren, von denen z.B. das humane Immundefizienz Virus Typ 1 (HIV-1) oder 
Typ 2 (HIV-2), das murine Leukämie Virus (MLV) oder das Immunodefizienz Virus des Affen 
(SIV) für die Pseudotypisierung häufig verwendet werden (Page et al., 1990; Bennett et al., 
1993; Akkina et al., 1996; Naldini et al., 1996; Reiser et al., 1996). Des Weiteren werden 
auch Adenoviren und adeno-assoziierte Viren (Mercier et al., 2004; Wilson, 2004; Rahim et 
al., 2012) sowie Baculoviren (Kitagawa et al., 2005) verwendet. Das Glykoprotein des Virus 
der vesikulären Stomatitis wird besonders oft für die Pseudotypisierung verwendet, da sein 
Einbau zu besonders stabilen Partikeln führt (Emi et al., 1991; Burns et al., 1993; Bartz et al., 
1996) und einen sehr breiten Zelltropismus besitzt. 
Während dieser Arbeit kam ein weiteres sehr häufig verwendetes Virus für die 
Pseudotypisierung zum Einsatz, das Virus der vesikulären Stomatitis (VSV). Die besondere 
Eignung des VSV für die Bildung von Pseudotyp-Viren ist schon relativ lange bekannt 
(Zavada, 1972; Zavada und Rosenbergova, 1972; Wild et al., 1975; Altstein et al., 1976) und 
VSV-Pseudotypen (VSVpp) werden u.a. als Vektoren für die Vakzinierung (Roberts et al., 
1998a; Roberts et al., 1999a; Rose et al., 2000; Schlender et al., 2000; Schlereth et al., 
2000; Rose et al., 2001; Ezelle et al., 2002; Geisbert et al., 2008a; Geisbert et al., 2008c) 
oder den gezielten Transport von therapeutischen bzw. onkolytischen Genen erforscht 
(Fernandez et al., 2002; Porosnicu et al., 2003).  
 
Die Herstellung der VSV-Pseudotypen (Abbildung 27) erfolgte in BHK-21-Zellen, welche 
zuvor in 6-Napf Platten ausgesät wurden (4.1.1). Wenn die Zellen einen zu ca. 75 % 
konfluenten Monolayer ausgebildet hatten erfolgte die Transfektion (4.1.4) mit 
Expressionsplasmiden für die zu untersuchenden, fremden Glykoproteine (Abbildung 27, 
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Punkt 1; siehe Tabelle 21). Das VSV-G diente dabei als Positiv-Kontrolle und zur Herstellung 





SARS-CoV (BJ01)-S; SSARS Coronaviridae 
SARS-CoV (Fra1)-S; SSARS Coronaviridae 
SARSr-CoV (BB-99-04)-S; SBB-99-04 Coronaviridae 
SARSr-CoV (Bg08)-S, SBg08 Coronaviridae 
SARSr-CoV (Rp3)-S; SRp3 Coronaviridae 
MARV-GP Filoviridae 
ZEBOV-GP Filoviridae 
NiV-F + NiV-G Paramyxoviridae 
VSV-G (Positiv-Kontrolle) Rhabdoviridae 
Tabelle 21: Übersicht über die zur Pseudotypisierung verwendeten Glykoproteine. 
Durch die Verwendung des leeren pCG1-Expressionsplasmids wurden VSVpp ohne Glykoprotein 
hergestellt, die als Negativ-Kontrolle dienten. 
 
 
Nach einer Inkubationszeit von ca. 16 Std. bei 37 °C und 5 % CO2 hatten die transfizierten 
BHK-21-Zellen das jeweilige Glykoprotein ausreichend an ihrer Zelloberfläche exprimiert 
(Abbildung 27, Punkt 2) und es folgte nun die Infektion mit, dem unter Abschnitt 4.2.2 
beschriebenen, VSV-G-transkomplementiertem VSV∆G(eGFP/fLuc) (Abbildung 27, Punkt 3). 
Dazu wurde zunächst der Zellkulturüberstand abgenommen und die Zellen dreimal mit PBS 
gewaschen. Als Nächstes wurden die Zellen mit 500 µl der Virussupension aus VSV-G-
transkomplementiertem VSV∆G(eGFP/fLuc) in FKS-freiem DMEM inokuliert (MOI = 3). Die 
Ansätze wurden nun für 1 Std. bei 37 °C und 5 % CO2 geschwenkt, bevor das Inokulum 
wieder abgenommen und die Zellen dreimal mit PBS gewaschen wurden. Direkt im 
Anschluss wurden die Zellen für 1 Std. mit polyklonalem Anti-VSV-Serum (1 zu 1.000 v/v in 
FKS-freiem DMEM verdünnt) schwenkend bei 37 °C und 5 % CO2 inkubiert, um noch 
vorhandenes Virus, welches bisher nicht die Zellen infiziert hatte, zu neutralisieren 
(Abbildung 27, Punkt 4).  
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Abbildung 27: Schematische Darstellung der VSV-Pseudotypen Herstellung. 
Für die VSV-Pseudotypen Herstellung wurden BHK-21-Zellen mit dem jeweiligen Expressionsplasmid 
für das gewünschte Glykoprotein oder leerem pCG1-Expressionsplasmid transfiziert (1) und nach 
erfolgter Obeflächenexpression des Glykoproteins (2) mit VSV-G-transkomplementiertem 
VSV∆G(eGFP/fLuc) infiziert (3). Nachfolgend wurden durch einen Neutralisationsschritt mit 
polyklonalem Anti-VSV- tragende Serum nicht-infizierende Viren inaktiviert (4). Im Anschluss wurden 
die VSVpp-haltigen Überstände geerntet (5) und für Infektionsversuche verwendet. 
 
 
Als Nächstes wurde die Neutralisationslösung wieder abgenommen, die Zellen erneut 
dreimal mit PBS gewaschen und pro Napf 2,5 ml Zellkulturmedium hinzugegeben, welches 
mit 1 % FKS versetzt wurde. Die Zellen wurden nun für 16 bis 18 Std. bei 37 °C und 5 % CO2 
inkubiert bevor die VSVpp geerntet wurden (Abbildung 27, Punkt 5). Dazu wurde der 
Zellkulturüberstand auf zwei 1,5 ml-Reaktionsgefäße verteilt und durch Zentrifugation mit 
4.000 x g für 10 min bei 4 °C von Zelltrümmern getrennt. Der gereinigte Überstand wurde 
anschließend in 0,5 ml-Portionen in 1,5 ml Reaktionsgefäße aliquotiert und entweder direkt 




4.2.6 Infektion von Zellkulturen mit VSV-Pseudotypen 
 
Für die Infektion von Zellkulturen mit VSV-Pseudotypen (VSVpp) wurden zunächst die 
ausgewählten Zellen auf in 24-Napf Platten ausgelegte Deckgläser oder in 96-Napf Platten 
(durchsichtige Platten für den Nachweis von eGFP oder weiße Platten für die Bestimmung 
der Luziferaseaktivität) ausgesät (4.1.1) sowie ggf. noch mit pAPN oder einem der ACE2 
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transfiziert (4.1.4). Nachdem die Zellen zu einem konfluenten Monolayer gewachsen sind 
erfolgte die Infektion mit den aus Abschnitt 4.2.5 produzierten VSVpp. Dazu wurde zunächst 
der Zellkulturüberstand abgenommen und die Zellen zweimal mit PBS gewaschen. Als 
Nächstes wurden die Zellen mit 100 (96-Napf Platte) bzw. 500 µl (24-Napf Platte) des 
jeweiligen VSVpp-Ansatzes inokuliert und für 1 Std. bei 37 °C und 5 % CO2 schwenkend 
inkubiert. Danach wurde das Inokulum abgenommen, die Zellen dreimal mit PBS gewaschen 
und anschließend mit 100 (96-Napf Platte) bzw. 500 µl (24-Napf Platte) Zellkulturmedium 
überschichtet.  
 
Die Zellen wurden nun für ca. 16 Std. bei 37 °C und 5 % CO2 inkubiert, bevor die 
Auswertung der VSVpp-Infektion mittels indirekter Immunofluoreszenzanalyse (4.4.7) oder 
der Bestimmung der Luziferseaktivität (4.4.9) erfolgte. 
 
 
4.2.7 Hämadsorptionstest für die Untersuchung der S-Proteine 
von SARSr-CoV auf das Vorhandensein von 
sialinsäurebindenden Eigenschaften  
 
Um die S-Proteine der SARSr-CoV auf das Vorhandensein von Sialinsäuren-bindenen 
Eigenschaften zu überprüfen wurde ein Hämadsorptionstest von transfizierten Zellen mit 
Hühner-Erythrozyten durchgeführt. Der Hämadsorptionstest beruht auf der Tatsache, dass 
Zellen nach einer Infektion (Shelokov et al., 1958; Norrby et al., 1977; Huang et al., 2004) 
oder Transfektion von Expressionsplasmiden (Lecouturier et al., 1996) ein (virales) Protein 
mit sialinsäurebindenden Eigenschaften auf der Zelloberfläche exprimieren, welches nach 
Zugabe einer Erythrozytenlösung die Erythrozyten an die Zelloberfläche bindet. 
 
Für den Hämadsorptionstest wurden CHO-K1-Zellen in 24 Napf-Platten ausgesät und 24 
Std. nach Aussaat mit 1 µg Expressionsplasmid pro Napf transfiziert (4.1.4). Es wurden 
Expressionsplasmide für das MuV-HN und die FLUAV-HA vom Subtyp H9N2 (Stamm: 
A/chicken/Emirates/R66/2002) und H5N1 (A/Viet Nam/1203/2004) als Positiv-Kontrollen 
verwendet, da bekannt ist, dass sowohl das MuV-HN als auch FLUAV-HA in der Lage sind, 
mit endständigen Sialinsäuren auf Hühner-Erythrozyten zu interagieren und diese zu 
vernetzen (agglutinieren) oder an MuV-HN bzw. FLUAV-HA-exprimierende Zellen zu binden 
(Shelokov et al., 1958; Norrby et al., 1977).  
Im Vergleich dazu wurden weitere Zellen mit Expressionsplasmiden für SSARS, SRp3, SBg08 
bzw. SBB-99-04 transfiziert. Leervektor- (pCG1) transfizierte Zellen dienten als Negativ-
Kontrolle und alle Versuche wurden in 4-fach Ansätzen durchgeführt. 24 Std. p.t. wurden die 
130  Methoden 
Zellkulturüberstande abgenommen, die Zellen zweimal mit 4 °C-kaltem PBS gewaschen, 
anschließend mit 250 µl einer 2 %igen Hühner-Erythrozytenlösung (ebenfalls 4 °C-kalt) 
überschichtet und für 20 min bei 4 °C gelagert. Nach Abschluss der Inkubation wurde die 
Hühner-Erythrozytenlösung abgenommen, die Zellen fünfmal (vorsichtig) mit 4 °C-kaltem 
PBS gewaschen und fixiert.  
 
Die Auswertung erfolgte lichtmikroskopisch und die Effizienz der einzelnen Proteine zur 
Anheftung von Hühner-Erythrozyten an die SSARS, SRp3, SBg08, SBB-99-04, FLUAV-HA-, bzw. 
MuV-HN-exprimierenden Zellen wurde durch repräsentative Bilder dokumentiert. 
 
 
4.3 Molekular- und mikrobiologische Methoden 
 
4.3.1 RNS-Extraktion aus Fledertierzelllinien 
 
Zur Gewinnung von zellulären RNS aus Fledertierzelllinien wurden RhiLu/1.1- (Rh. alcyone) 
und RhiNi/40B-Zellen (Rh. landeri) mit einer Zellzahl von 250.000 Zellen/Napf in einen Napf 
einer 6 Napf-Platte ausgesät und bei 37 °C und 5 % CO2 kultiviert bis die Zellen einen zu ca. 
75 % konfluenten Monolayer ausgebildet hatten. Dann wurden die Zelkulturüberstände 
abgenommen, die Zellen zweimal mit PBS gewaschen, anschließend mit einem sterilen 
Zellschaber vom Plattenboden abgelöst und in 1 ml PBS aufgenommen. Als Nächstes wurde 
mithilfe der Neubauer Zählkammer die Zellzahl bestimmt und soviel von der Zellsuspension 
in ein neues 1,5 ml-Reaktionsgefäß überführt, dass ca. 7 x 106 Zellen vorlagen. Die Zellen 
wurden im Anschluss durch Zentrifugation mit 600 x g für 10 min bei 4 °C pelletiert. Danach 
wurde  der Überstand abgesaugt und das Zellpellet für die RNS-Extraktion mittels des 
RNeasy Mini Kits enstsprechend der Herstellerangaben eingesetzt, wobei sämtliche 
Arbeitsschritte auf Eis durchgeführt wurden. Für den notwendigen Homogenisationsschritt 
wurde die Zellsuspension 20x mit einer 2 ml Spritze durch eine 21-G Kanüle gezogen. Die 
aufgeschlossene RNS wurde schlussendlich in 40 µl DEPC-behandeltem Wasser eluiert und 
der RNS-Gehalt photometrisch bestimmt (4.3.8).  
 
Die RNS-Proben wurden entweder direkt für die Synthese der komplementär-DNS 
(complementary DNS, cDNS) mittels Reverser Transkriptase (RT-) PCR (4.3.2) 
weiterverwendet oder aliquotiert und bei -80 °C gelagert. 
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4.3.2 Reverse Transkriptase Polymerasekettenreaktion (RT-PCR) 
und Amplifikation von ORFs für das SBB-99-04 sowie 
verschiedene Fledertier-ACE2. 
 
Im Anschluss an die RNS-Extraktion erfolgte die cDNS-Synthese durch eine sogenannte 
reverse Transkriptase (RT-) PCR. Die Methode der RT-PCR beruht auf der Eigenschaft, 
dass einige virale Polymerasen in der Lage sind, aus RNS als Ausgangsmaterial ein DNS-
Produkt zu synthetisieren (Baltimore, 1970; Temin und Mizutani, 1970; Temin und Baltimore, 
1972). Sie werden daher auch als RNS-abhängige-DNS-Polymerasen (RdDp, RNA-
dependent DNA polymerase) oder reverse Transkriptasen bezeichnet, da sie entgegen eines 
früheren Dogmas wirkten, das besagte, dass der Fluss der genetischen Information immer 
nur von DNS über RNS hin zum Protein verläuft. Bekannt sind reverse Transkriptasen bei 
Retro- und Hepadnaviren. Für ihre Entdeckung und die Arbeit zur Interaktion von tumor-
assoziierten Viren und dem genetischen Material von Zellen erhielten Howard Martin Temin, 




Gen-spezifischer Primer 1 (forward) 1 µl
Gen-spezifischer Primer 2 (reverse) 1 µl
random hexamers 1 µl
DEPC-behandeltes Wasser ad 10 µl
Tabelle 22: Pipettierschema RT-PCR, RNS-Mix. 
Die Gen-spezifischen Primer basieren auf der Publikation von Hou et al., 2010. 
 
 
Um aus der zuvor aus Fledertierzelllinien aufgereinigten RNS cDNS zu synthetisieren, wurde 
das SuperScript III First-Strand Synthesis System verwendet. Abweichend von den 
Herstellerempfehlungen wurde eine Kombination aus Gen-spezifischen Primern (Hou et al., 
2010a) und randomisierten hexameren Oligonukleotiden (random hexamers) verwendet. 
Zunächst wurde die RNS mit den Gen-spezifischen Primern, random hexamers und dNTPs 
wie in Tabelle 22 angegeben auf Eis gemischt und für 5 min bei 65 °C inkubiert. Für die 
Klonierung des ORFs vom SBB-99-04 wurde die von J. F. Drexler bereitgestellte RNS unter 
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Bestandteil Menge
10x RT-Puffer 2 µl
Magnesiumchlorid (25 mM) 4 µl
DTT (0,1 M) 2 µl
RNaseOUT (40 U/µl) 1 µl
SuperScript III RT (200 U/µl) 1 µl
DEPC-behandeltes Wasser ad 10 µl
Tabelle 23: Pipettierschema RT-PCR, cDNS-Synthese-Mix (für einen Ansatz). 
 
Anschließend wurden die Ansätze für 5 min auf Eis inkubiert, bevor jedem Ansatz 10 µl des 
cDNS-Synthese-Mix hinzugegeben und die cDNS-Synthese im Thermocycler durchgeführt 
wurde (Tabelle 24). 
 
Zyklen Temperatur Zeit Sonstiges 
1 
25 °C 10 min  
50 °C 50 min  
 4 °C beliebig  
Tabelle 24: Temperaturprofil einer RT-PCR. 
 
Nach Abschluss der cDNS-Synthese wurden alle Ansätze mit 1 µl E. coli RNase H (2 U/µl) 
versetzt und für 20 min bei 37 °C inkubiert, um die Ausgangs-RNS zu entfernen. 
Anschließend wurden jeweils 4 µl entnommen und für die gezielte Amplifikation der 
jeweiligen Leserahmen verwendet (Tabelle 25). 
 
Bestandteil Menge 
cDNS 4 µl 
Phusion HF-Puffer (5x) 10 µl 
dNTPs 1 µl 
batACE2 for (SalI) bzw. SARSr-CoV (BB-99-04)-S rev (BamHI) 1 µl 
batACE2 rev (KpnI) bzw. SARSr-CoV (BB-99-04)-S rev (XbaI) 1 µl 
Phusion-Polymerase 1 U 
DEPC-behandeltes Wasser ad 50 µl 
Tabelle 25: Pipettierschema einer PCR mit cDNS als Ausgangsmaterial. 
 
Aufgrund der i.d.R. geringen Ausbeute an cDNS bei der RT-PCR, wurde die nachfolgende 
PCR zur gezielten Amplifikation vom SBB-99-04- bzw. den Fledertier-ACE2-Leserahmen mit 
insgesamt 40 Zyklen durchgeführt (Tabelle 26).  
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Zyklen Temperatur Zeit Sonstiges 
 98 °C 1 min  
40 
98 °C 10 s  
52 °C 30 s  
72 °C 2 min 30 s / 4 min Fledertier-ACE2 / SARSr-CoV-S 
 72 °C 10 min  
 4 °C beliebig  
Tabelle 26: Temperaturprofil einer PCR mit cDNS als Ausgangsmaterial. 
 
Zur Kontrolle wurde im Anschluss etwas Material für eine Agarosegelelektrophorese (4.3.6) 
mit einem analytischen Agarosegel verwendet. 
 
 




Für die Klonierung der verschiedenen ACE2-Moleküle, coronaviralen S-Proteine und die HA 
der FLUAV-Stämme kam die in vitro Technik der Polymerasekettenreaktion (polymerase 
chain reaction, PCR) zum Einsatz (Saiki et al., 1985; Saiki et al., 1988), für dessen 
Entwicklung Kary Mullis 1993 den Nobelpreis für Chemie erhielt. Diesie Technik erlaubt es, 
durch die Wahl Sequenz-spezifischer Oligonukleotide (Primer), welche komplementär zu 
definierten Bereichen der DNS sind, diese Abschnitte zu amplifizieren und ggf. gezielt 
Mutationen einzufügen. Dabei wird durch die wiederkehrende Abfolge (Zyklen) von (i) 
Denaturierung des DNS-Doppelstranges durch starkes Erhitzen (Denaturation), (ii) 
Anlagerung der Primer durch Temperaturerniedrigung (Anealing) sowie (iii) 





Phusion HF-Puffer (5x) 10 µl
dNTPs 1 µl
Primer 1 (forward) 1 µl
Primer 2 (reverse) 1 µl
Phusion-Polymerase 1 U
DEPC-behandeltes Wasser ad 50 µl
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Tabelle 27: Pipettierschema für eine Standard-PCR. 
Sämtliche PCR-Reaktionen unter Standard-PCR- (Tabelle 27) bzw. Hybridisierungs-PCR-
Bedingungen wurden unter Verwendung der thermostabilen Phusion-Polymerase, welche 
über eine 3’-5’-Exonukleaseaktivität (proof reading Aktivität) verfügt und damit die 
Fehlerwahrscheinlichkeit während der PCR gering hält (Cline et al., 1996), sowie unter 
Verwendung der in Tabelle 28 (Standard-PCR), Tabelle 30 und Tabelle 31 (Hybridisierungs-
PCR) verwendeten Primer, durchgeführt. 
 
Konstrukt Primer 1 Primer 2 
pCG1- 
SARS-CoV (Fra1)-S∆18 
SARS-CoV (Fra1)-S  
for (BamHI) 










SARSr-CoV (Bg08)-S  
for (BamHI) 




























FLUAV H5  
for (BamHI) 




FLUAV H9  
for (BamHI) 
FLUAV H9  
rev (SalI) 
Tabelle 28: Klonierungsschema zur Herstellung der verschiedenen ACE2-Moleküle, 
coronaviralen S-Proteine und FLUAV-HA-Konstrukte mittels Standard-PCR. 
 
 
Alle Standard-PCR-Reaktionen wurden in einem Thermocycler unter folgendem 
Temperaturprofil durchgeführt (Tabelle 29) und im Anschluss an die PCR wurde der Erfolg 
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Zyklen Temperatur Zeit Sonstiges 
 98 °C 1 min  
10 
98 °C 10 s  
58 °C 30 s (-0,5 °C / Zyklus) 
72 °C 30 s / kb  
15 
98 °C 10 s  
53 °C 30 s  
72 °C 30 s / kb (+5 s / Zyklus) 
 72 °C 10 min  
 4 °C beliebig  
Tabelle 29: Temperaturprofil einer Standard-PCR. 
Vor Beginn der Standard-PCR und bis zum Abschluss der finalen Elongation (72 °C) wurde der 





Die Technik der Hybridisierungs-PCR wurde für die Verknüpfung von zwei individuellen 
ORFs (z.B. hACE2 und eGFP) oder für die Herstellung von chimären S-Proteinen aus SSARS 
und SBg08 verwendet. Die chimäre S-Proteine zeichnen sich dadurch aus, dass sie sowohl 
unterschiedliche funktionelle Abschnitte (Domänen) des einen, als auch des anderen ORFs 
der coronaviralen S-Proteine besitzen. 
 
In einer vorangeschalteten Standard-PCR (4.3.3.1) wurden mithilfe der in Tabelle 30 (ACE2-
eGFP Konstrukte) bzw. Tabelle 31 (CoV-S-DsRed Konstrukte und S-Protein Chimären) 
angegebenen Ausgangs-DNS und Primern zunächst die einzelnen Subfragmente 
amplifiziert, anschließend elektrophoretisch aufgetrennt (4.3.6) und aus dem Agarosegel 


























































































































Durch die Wahl geeigneter Primer, welche zusätzlich zu den in der Template-DNS-
bindenden Sequenzen noch Überhänge für den zu verknüpfenden, zweiten ORF besaßen 
(Adaptorsequenzen), war es möglich, DNS-Fragmente zu erzeugen, die je nach Art des 



























DsRed hybrid rev 
 





















































SARS-CoV (Fra1)-S  
for (BamHI) 
 
SARS-CoV (Fra1)-S  
(ED) rev 
 











SARS-CoV (Fra1)-S  
(ED) for 
 









SARS-CoV (Fra1)-S  
for (BamHI) 
 
SARS-CoV (Fra1)-S  
(S1S2_R797) rev 
 






rev (XbaI) pCG1- 
SARSr-CoV (Bg08)-S 
 
SARS-CoV (Fra1)-S  
(S1S2_R797) for 
 












SARS-CoV (Fra1)-S  
for (BamHI) 
 



















SARS-CoV (Fra1)-S  
(S1) for 
 












SARSr-CoV (Bg08)-S  
for (BamHI) 
 



















SARS-CoV (Fra1)-S  
(RBD) for-1 
 






SARS-CoV (Fra1)-S  
(RBD) for-2 
 









SARSr-CoV (Bg08)-S  
for (BamHI) 
 


















SARS-CoV (Fra1)-S  
(RBM) for-1 
 






SARS-CoV (Fra1)-S  
(RBM) for-2 
 









SARSr-CoV (Bg08)-S  
for (BamHI) 
 














SARSr-CoV (Bg08)-S  
(ED) for 
 









SARSr-CoV (Bg08)-S  
for (BamHI) 
 









   





SARSr-CoV (Bg08)-S  
(S1S2_R801) for 
 




SARS-CoV (Fra1)-S  
rev (XbaI) 
pCG1- 





SARSr-CoV (Bg08)-S  
for (BamHI) 
 














SARSr-CoV (Bg08)-S  
(S1) for 
 









SARS-CoV (Fra1)-S  
for (BamHI) 
 
SARSr-CoV (Bg08)-S  
(RBD) rev-1 
 
















SARSr-CoV (Bg08)-S  
(RBD) for-1 
 






SARSr-CoV (Bg08)-S  
(RBD) for-2 
 









SARS-CoV (Fra1)-S for 
(BamHI) 
 
SARSr-CoV (Bg08)-S  
(RBM) rev-1 
 


















SARSr-CoV (Bg08)-S  
(RBM) for-1 
 






SARSr-CoV (Bg08)-S  
(RBM) for-2 
 
SARS-CoV (Fra1)-S  
rev (SalI) 
 
Tabelle 31: Übersicht über die Klonierung von SSARS-DsRed, SBg08-DsRed und den chimären S-
Proteinen aus SSARS und SBg08 mittels Hybridisierungs-PCR. 
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Dies ermöglichte es im Anschluss, die Fragmente (welche im äquimolaren Verhältnis 
eingesetzt wurden) durch eine Hybridisierungsreaktion (Tabelle 33) miteinander zu 
verknüpfen und durch Zugabe der Primer für die äußersten 3’- und 5’-Enden des 




DNS Subfragmente  (Gesamtmenge) 300 ng
Phusion HF-Puffer (5x) 10 µl
dNTPs 1 µl
Primer 1 (forward) 0 µl
Primer 2 (reverse) 0 µl
Phusion-Polymerase 1 U
DEPC-behandeltes Wasser ad 48 µl
Tabelle 32: Pipettierschema einer Hybridisierungs-Reaktion. 




Zyklen Temperatur Zeit Sonstiges 
 98 °C 2 min  
2 
98 °C 30 s  
60 °C 30 s  
72 °C 4 min  
 72 °C 10 min  
 4 °C beliebig  
Tabelle 33: Temperaturprofil einer Hybridisierungs-Reaktion. 
Vor Beginn der Hybridisierungs-Reaktion und bis zum Abschluss der finalen Elongation (72 °C) wurde 
der Heizdeckel des Thermocyclers auf 110 °C temperiert. Nach der Hybridisierungs-Reaktion wurde je 
1 µl des jeweiligen Primers (Tabelle 30 bzw. Tabelle 31) zum Ansatz gegeben und eine Standard-




4.3.4 Reinigung von DNS-Fragmenten nach PCR 
 
Um die PCR-Produkte sowie Plasmid-DNS nach erfolgter PCR (4.3.3) bzw. zwischen zwei 
Restriktionsendonukleaseverdauen (4.3.5) zu reinigen wurde das QIAquick PCR Purification 
Kit nach Herstellerangaben verwendet. Die Elution der DNS erfolgte in 40 µl DEPC-
behandeltem Wasser. 
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4.3.5 Restriktionsendonukleaseverdau von DNS 
 
Restriktionsendonukleasen sind Enzyme, welche an bestimmte Sequenzabschnitte der DNS 
binden und sie schneiden, d.h. hydrolysieren, können. Sie kommen bei  Bakterien und 
Archaeen natürlicherweise vor (Nolling und de Vos, 1992; Nolling et al., 1992) und dienen 
zum Schutz vor der Infektion durch Bakteriophagen (Anderson und Felix, 1952; Luria und 
Human, 1952; Bertani und Weigle, 1953). Ihre Isolierung aus Prokaryonten (Kelly und Smith, 
1970) und die Erforschung ihrer meist hohen Sequenzspezifität hatte bedeutenden Einfluss 
auf die Molekularbiologie, was 1978 durch die Vergabe des Nobelpreises für Physiologie 
oder Medizin an Werner Arber, Daniel Nathans und Hamilton Othanel Smith ausgdrückt 
wurde. 
 
Für den Retriktionsendonukleaseverdau von Plasmid-DNS (Tabelle 34) sowie des 
gereinigten PCR-Produktes (Tabelle 35) für die gezielte Herstellung eines 
Expressionsvektors, wurde die DNS mit 1 U des Restriktionsenzyms sowie dem 
dazugehörigen Puffer, in einem Gesamtvolumen von 50 µl (mit DEPC-behandeltem Wasser 
aufgefüllt) über Nacht bei 37 °C inkubiert. Falls die Klonierung noch eine Inkubation mit einer 
weiteren Restriktionsendonuklease erforderlich machte, wurde das Produkt gereinigt (siehe: 




Puffer (10x), enzymabhängig 5 µl
Restriktionsenzym 1 U
DEPC-behandeltes Wasser ad 50 µl
Tabelle 34: Pipettierschema für den Restriktionsverdau von Plasmid-DNS (z.B. pCG1). 




gereinigtes PCR-Produkt 40 µg
Puffer (10x) 5 µl
Restriktionsenzym 1 U
DEPC-behandeltes Wasser ad 50 µl
Tabelle 35: Pipettierschema für den Restriktionsverdau eines gereinigten PCR-Produktes. 
Der Verdau erfolgte über Nacht bei 37 °C. 
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4.3.6 Agarosegelelektrophorese 
 
Die Agarosegelelektrophorese beruht auf der Tatsache dass Phosphatgruppen von 
Nukleinsäuren ionenisiert vorliegen und sich daher in einem elektrischen Feld in Richtung 
der Anode bewegen. Die Geschwindigkeit dieser Bewegung ist proportional zur 
Molekülgröße, weshalb es möglich ist, verschieden-große Nukleinsäuren voneinander zu 
trennen. Dies wurde dadurch begünstigt, dass die DNS-Proben auf ein Agarosegel 
aufgetragen wurden. Die Porengröße der Matrix aus Agarosepolymeren sinkt mit steigender 
Agarosekonzentration (0,8 bis 1,0 %, w/v) und führt so zu einer Verstärkung des 
Trennungseffektes. Je nach Anwendung wurde entweder ein analytisches (TBE) oder ein 
präparatives Agarosegel verwendet, welches in einer horizontalen Gelkammer platziert 
wurde. Letzteres besitzt den Vorteil, dass gewünschte Nukleinsäuren-Fragmente später 
leichter aus dem Agarosegel isoliert werden können. Als Laufpuffer wurde 1x-konzentrierter 
TBE- bzw. TAE-Puffer (je nach verwendetem Agarosegel) verwendet. Vor dem Auftragen 
wurden die Proben mit 6x DNS-Probenpuffer (Endkonzentration 1x) versetzt und als 
Referenz für die Größe der DNS wurden kommerzielle Größenmarker (GeneRuler 100 bp 
Plus DNA Ladder oder GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder, MBI Fermentas) mit definierten 
DNS-Fragmenten verwendet. Die Auftrennung erfolgte durch Anlegen einer Spannung von 
13 (analytisch) bzw. 8 V/cm (präparativ). Nach dem Lauf wurden die Agarosegele zur 
Visualisierung der Nukleinsäuren für 10 min in Ethidiumbromid-Färbelösung inkubiert und 
anschließend für 15 min in Aqua dest. gewaschen. Die Fähigkeit des Ethidiumbromids 
zwischen die Basenpaare der Nukleinsäuren zu interkalieren und seine Eigenschaft, unter 
Anregung im ultravioletten (UV) Licht (312 nm) zu fluoreszieren, ermöglichen es, 
Nukleinsäuren mit einem UV-Transilluminator sichtbar zu machen und zu dokumentieren. 
 
 
4.3.7 Aufreinigung von DNS aus Agarosegelen 
 
Für die  Aufreinigung von DNS nach dem Restriktionsendonukleaseverdau (4.3.5) wurde die 
Probe wie folgt auf ein präparatives (TAE-) Agarosegel aufgetragen, um die zu 
präparierende DNS vor einer Schädigung durch die, während der Detektion eingesetzte, UV-
Strahlung zu schützen: Direkt neben der Spur des Größenmarkers als Referenz wurde nur 
ein kleiner Teil der zu präparierenden Probe (5 µl) aufgetragen. Dann wurden zwei Spuren 
freigelassen, bevor der Rest der Probe aufgetragen wurde. Nach der elektrophoretischen 
Auftrennung (4.3.6) wurde mit einem Skalpell das Gel durch einen Schnitt durch die freien 
Spuren geteilt, und nur der Abschnitt mit dem Größenmarker und dem kleinen Teil der Probe 
wurde in Ethidiumbromid-Färbelösung inkubiert. Anschließend wurde unter UV-Licht, durch 
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Einschnitt mit einem Skalpell, die Position des gewünschten DNS-Fragmentes markiert, der 
korrespondierende Bereich aus dem unbehandelten Gelabschnitt ausgeschnitten, in ein 1,5 
ml Reaktionsgefäß überführt und für die Aufreinigung verwendet. Die Aufreinigung der DNS 
aus dem Agarosegel erfolgte mit dem QIAquick Gel Extraction Kit nach Herstellerangaben. 
Die Elution der DNS erfolgte in 40 µl DEPC-behandeltem Wasser. 
 
 
4.3.8 Quantifizierung des DNS- und RNS-Gehaltes von Proben 
 
Die Bestimmung des DNS- oder RNS-Gehaltes wurde photometrisch bei einem 
Absorptionswert (OD) von 260 nm bestimmt. Hierfür wurde die zu messende Probe 1 zu 10 
bis 1 zu 100 mit Aqua dest. verdünnt und in einer Quarzküvette gegen reines Aqua dest. (als 
Leerwert) mt dem BioPhotometer Plus gemessen. 
 
 
4.3.9 Ligation von DNS-Fragmenten 
 
Für die Ligation der Restriktionsendonuklease-verdauten DNS-Fragmenten aus der 
vorangegangenen PCR (Insert-DNS) in die (ebefalls Restriktionsendonuklease-verdaute) 
linearisierte Plasmid-DNS, wurde die T4 DNS-Ligase des T4-Bakteriophagens, verwendet. In 
einer ATP-abhängigen Reaktion verknüpft die T4-Ligase die 3’-Hydroxidgruppen mit den 
korrespondierenden 5’-Phosphatgruppen von Insert-DNS und linearisierter Plasmid-DNS, 
wordurch ein ringförmig-geschlossenes Expressionsplasmid ensteht. Dazu wurden die 
linearisierte Plasmid- und Insert-DNS in einem molaren Verhältnis von 1:6 (100 ng zu 500 
ng) zusammen mit T4-Ligase-Puffer sowie 10 U T4 DNS-Ligase in ein 200 µl PCR-
Reaktionsgefäß gegeben und das Volumen mit DEPC-behandeltem Wasser auf 20 µl 
aufgefüllt (Tabelle 36). Der Ansatz wurde anschließend durch vortexen gemischt und für ca. 
16 Std. bei 14 °C im Thermocycler inkubiert. Als Negativ-Kontrolle wurde ein Ansatz 
verwendet, der zusätzliches DEPC-behandeltes Wasser anstelle von Insert-DNS enthielt. 
 
Bestandteil Menge
Plasmid-DNS  100 ng
Insert-DNS  500 ng
T4-Ligase-Puffer (10x) 2 µl
T4 DNS-Ligase (5 U/µl) 5 U
DEPC-behandeltes Wasser ad 20 µl
Tabelle 36: Pipettierscheme eines Ligationsansatzes. 
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4.3.10 Hitzeschock Transformation chemisch-kompetenter E. coli 
XL-1 Blue MRF’ 
 
Als Transformation wird Prozess des Einschleusens von DNS (z.B. in Form von Plasmiden) 
in (kompetente) Bakterien bezeichnet, ein Vorgang, welcher auch natürlich vorkommt und 
eine Form des horizontalen Gentransfers bei Bakterien darstellt (Griffith, 1928; Dubnau, 
1999). Als Beispiel ist die Veränderung von Virulenzen und die Verbreitung von Resistenzen 
gegenüber Antibiotika bei Bakterien zu erwähnen (Vazquez et al., 2001; Courvalin, 2005; 
Sabia et al., 2005; Bartlett, 2006; Diep et al., 2006; Messi et al., 2006). Um dies zu 
ermöglichen, benötigen Bakterien die Fähigkeit DNS aus ihrere Umgebung aufzunehmen, 
die sogenannte Kompetenz. Diese Kompetenz kann natürlich vorhanden sein (Catlin, 1960; 
Herriott et al., 1970; Biswas et al., 1977; Havarstein et al., 1995) oder durch 
Umweltveränderungen, wie z.B. des Nährstoffangebotes oder der Tempertur, induziert 
werden (Herriott et al., 1970; Ranhand, 1976; Lopez et al., 1983; Auzat et al., 1999; 
MacFadyen et al., 2001). 
Für die Hitzeschock Transformation wurden chemisch-kompetente E. coli XL-1 Blue MRF’ 
(-80 °C) auf Eis aufgetaut. Anschließend wurden sie entweder mit 5 µl des Ligationsansatzes 
oder mit 0,5 µl zu-vermehrender Plasmid-DNS versetzt und für 30 min auf Eis inkubiert. 
Anschließend erfolgte der Hitzeschock für 30 s im 42 °C-warmen Wasserbad, bevor die 
Bakterien erneut für 2 min auf Eis gekühlt wurden. Nun wurden die Bakterien mit 250 µl LB-
Medium versetzt, für 60 min bei 37 °C geschwenkt und dann 100 µl der Bakterienkultur mit 
einem sterilen Drygalski-Spatel auf eine LB-Platte (mit dem gewünschten 
Selektionsantibiotikum) ausgestrichen. Nach ca. 18 Std. wurden die LB-Platten aus dem 
Brutschrank genommen und für die weiteren Schritte (z.B. Kolonie-PCR) verwendet oder für 
bis zu 10 Tage bei 4 °C gelagert.  
 
 
4.3.10.1 Herstellung chemisch-kompetenter E. coli XL-1 Blue MRF’ 
 
Für die Herstellung von chemisch-kompetenten E. coli XL-1 Blue MRF’ wurde die 
Rubidiumchlorid-Methode verwendet (Hanahan, 1983; Hanahan, 1985): E. coli XL-1 Blue 
MRF’ wurden durch Verdünnungsausstrich mit einer Impföse auf LB-Agarplatten ohne 
Antibiotikum aufgetragen und für 18 Std. bei 37 °C bebrütet. Anschließend wurde mit der 
Impföse eine gewachsene Kolonie von der LB-Agarplatte genommen und eine Vorkultur, 
bestehend aus 5 ml LB-Medium mit 2 µg/ml Doxycyclin, angeimpft und für 18 Std. bei 37 °C 
schüttelnd inkubiert. Danach wurde 1 ml der Vorkultur verwendet um eine Hauptkultur (250 
ml LB-Medium mit 2 µg/ml Doxycyclin) anzuimpfen, welche bei 37 °C schüttelnd inkubiert 
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wurde, bis ihre optische Dichte bei einer Wellenlänge von 595 nm 0,4 bis 0,7 betrug. Zu 
diesem Zeitpunkt befanden sich die Baktierien in ihrer logarithmischen Wachstumsphase. 
Als Nächstes wurden die Bakterien durch Zentrifugation für 5 min bei 3.000 x g und 4 °C 
pelletiert, das Pellet in 75 ml TFB-I Puffer resuspendiert und die Suspension für 15 min auf 
Eis inkubiert. Dann wurden die Bakterien erneut durch Zentrifugation für 5 min bei 3.000 x g 
und 4 °C pelletiert und das Pellet diesmal in 10 ml TFB-II Puffer resuspendiert. Die 
Bakteriensuspension wurde in 50 µl-Portionen in 1,5 ml-Reaktionsgefäßen aliquotiert und 





Zur Identifizierung von Bakterienklonen, welche nach der Hitzeschock Transformation 
chemisch-kompetenter E. coli XL-1 Blue MRF’ (4.3.10) mit den Ligationsansätzen aus 
Abschnitt 4.3.9 die klonierten Expressionsplasmide aufgenommen und vermehrt hatten, kam 
die Technik der Kolonie-PCR zum Einsatz (Trower, 1996). Diese Methode erlaubt ein 
einfaches Screening von mehreren Bakterienklonen auf das Vorhandensein von 
transformierter Plasmid-DNS ohne, dass diese zuvor Isoliert werden muss. Parallel zum 
Screening erfolgt eine zusätzliche Vorkultivierung der zu testenden Bakterienklone, was eine 
spätere Anzucht von positiven Klonen erleichterte. 
Zu Beginn der Kolonie-PCR wurde für jede zu testende Bakterienkolonie ein 200 µl PCR-
Reaktionsgefäß mit Kolonie-PCR-Ansatz (Tabelle 37) sowie ein 1,5 ml-Reaktionsgefäße mit 
250 µl LB-Medium, welches mit 50 µg/ml Ampicillin bzw. 30 µg/ml Kanamycin versetzt wurde 
(abhängig vom Expressionsplasmid; siehe 3.4.1), vorbereitet. Für einen optimierten 
Arbeitsablauf wurden für die verschiedenen PCR-Reaktionen und Vorkulturen 
Mehrfachansätze - sogenannte Master-Mixe - hergestellt, die anschließend in die 
(zueinander passend) nummerierten Reaktionsgefäße gegeben wurden. Als Nächstes wurde 
mit einer sterilen 10 µl-Pipettenspitze etwas Material einer Bakterienkolonie von der LB-
Agarplatte abgenommen und nacheinander zunächst im Kolonie-PCR-Ansatz und 
anschließend in der dazugehörigen Vorkultur resuspendiert. Dieser Schritt wurde für jede 
weitere Bakterienkolonie mit einer neuen 10 µl-Pipettenspitze wiederholt. Als Positiv-
Kontrolle diente 1 µl des korrespondierenden Ligationsansatzes (4.3.9), während 1 µl des 
Negativ-Ligationsansatzes als Negativ-Kontrolle für die Kolonie PCR diente. Für die beiden 
Kontrollen wurden keine Vorkulturen angelegt. Bei der verwendeten Polymerase handelte es 
sich um die Taq-Polymerase (von Thermus aquaticus), welche im Gegensatz zur Phusion-
Polymerase keine 3’-5’-Exonukleaseaktivität besitzt und während dieser Arbeit nur für 
Screenings eingesetzt wurde. 
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Bestandteil Menge (pro Kolonie)
Taq-Puffer (10x) 1,5 µl
Magnesiumchlorid (25 mM) 1,2 µl
dNTPs 0,3 µl
Primer 1 (forward)*1 0,45 µl
Primer 2 (reverse)*2 0,45 µl
Taq-Polymerase (5 U/µl) 0,5 U
DEPC-behandeltes Wasser ad 15 µl
Tabelle 37: Pipettierschema eines Kolonie-PCR-Ansatzes für eine Bakterienkolonie. 
*1: Insert-spezifischer Primer: Entspricht dem Primer 1 der Standard-PCR (Tabelle 28) bzw. dem 
forward-Primer der Hybridisierungs-PCR (Tabelle 30 und Tabelle 31). 
*2: Vektor-spezifischer Primer: pCG1 (pCG1 reverse); pEGFP-N1 (pEGFP-N1 rev)  
  
  
Die Kolonie-PCR wurde nachfolgend unter dem in Tabelle 38 angegebenem 
Temperaturprofil durchgeführt, während die Vorkulturen für 2 Std. bei 37 °C und 200 rpm 
geschüttelt wurden. Ein vorheriges Aufschließen der Bakterien für die PCR-Reaktion war 
nicht nötig, da dies während des ersten Erhitzens während der PCR-Reaktion geschah.  
 
 
Zyklen Temperatur Zeit Sonstiges 
 95 °C 2 min  
25 
95 °C 30 s  
55 °C 30 s  
72 °C  30 s / kb  
 72 °C 10 min  
 4 °C beliebig  
Tabelle 38: Temperaturprofil einer Kolonie-PCR. 
Zu Beginn der Kolonie-PCR und bis zum Abschluss der finalen Elongation (72 °C) wurde der 
Heizdeckel des Thermocyclers auf 110 °C temperiert. 
 
 
Nach erfolgter PCR-Reaktion wurden die PCR-Ansätze mit 3 µl 6x DNS-Probenpuffer 
versetzt und elektrophoretisch, mit einem analytischen Agarosegel aufgetrennt (4.3.6). Wenn 
im Agarosegel unter UV-Licht nach vorangegangener Inkubation in Ethidiumbromid-Lösung 
eine Bande von der Größe des klonierten Inserts zu erkennen war, galt der dazugehörige 
Bakterienklon als positiv und seine Vorkultur wurde zum Animpfen einer Hauptkultur und 
damit zur Anzucht des Bakterienklons verwendet (4.3.12). 
 
 
Methoden  147 
 
4.3.12 Anzucht von Bakterienkulturen 
 
Zur Anzucht von Bakterienkulturen wurden entweder 5 („Mini“) oder 100 ml (“Maxi“) LB-
Medium in ein 15 ml Zentrifugenröhrchen bzw. ein 250 ml Erlenmeyerkolben gefüllt und mit 
dem gewünschten Selektionsantibiotikum (50 µg/ml Ampicillin oder 30 µg/ml Kanamycin) 
versetzt. Anschließend wurden 50 („Mini“) bzw. 100 µl („Maxi“) der positiven Vorkultur aus 
der Kolonie-PCR zum animpfen verwendet. „Mini“-Kulturen wurden verwendetet, um 
Plasmid-DNS aus Kolonie-PCR-positiven Bakterienklone zu gewinnen, während „Maxi“-
Kulturen dann zum Einsatz kamen, wenn die Plasmidsequenz zuvor durch Sequenzierung 
bestätigt wurde.  
Wenn es sich hingegen um die Vermehrung von bereits vorhandenen Plasmiden mit 
bekannter Sequenz handelte, wurde etwas Material einer Bakterienkolonie direkt von der LB-
Agarplatte mit einer sterilen Impföse zum animpfen der Bakterienkultur verwendet. 
 
 
4.3.13 Isolierung von Plasmid-DNS 
 
Die Isolierung der Plasmid-DNS aus Mini- bzw. Maxi-Bakterienkulturen wurde mit dem 
QIAprep Spin Miniprep Kit (Mini) bzw. dem NucleoBond Xtra Midi Kit (Maxi) durchgeführt. 
Die DNS wurde jeweils in DEPC-behandeltem Wasser eluiert (Mini: 50 µl; Maxi: 300 µl) und 
der DNS-Gehalt der Proben photometrisch bestimmt (4.3.8). Zur Vereinfachung für spätere 
Versuchsabläufe wurde der DNS-Gehalt von Proben, welche aus Maxi-Bakterienkulturen 
gewonnen wurden, standardmäßig mit DEPC-behandeltem Wasser auf 1 µg/ml eingestellt 





Die Sequenzierung wurde von der Firma Eurofins MWG Operon durchgeführt. Dafür wurden 
in einem 1,5 ml Reaktionsgefäß 1 µg Plasmid-DNS mit 2 µl Sequenzierprimer (10 µM) 
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4.4 Biochemische Methoden 
 
4.4.1 Neuraminidasebehandlung von Zellkulturen 
 
Um den Sialinsäure-abhängigen Eintritt von verschiedenen FLUAV-Stämmen in 
Fledertierzelllinien zu untersuchen, wurden bei einem Teil der Ansätze die an der 
Zelloberfläche vorhandenen Sialinsäuren vor der Infektion entfernt. Dazu wurde zunächst 
das Zellkulturmedium abgenommen und die, auf in 24-Napf Platten ausgelegten 
Deckgläsern gewachsenen, Zellen zweimal mit PBS gewaschen. Anschließend wurden die 
Zellen mit 300 µl Neuraminidase-Medium (250 mU/ml Typ V Neuraminidase) überschichtet 
und für 1 Std. bei 37 °C und 5 % CO2 inkubiert. Als Kontrolle wurde ein Teil der Ansätze nur 
mit DMEM inkubiert. Danach wurde das Neuraminidase-Medium wieder abgenommen, die 
Zellen dreimal mit DMEM geaschen und entweder für einen späteren Nachweis der 
Sialinsäuren auf der Zelloberfläche (4.4.8) mit Zellkulturmedium (DMEM, versetzt mit 5 % 
FKS) überschichtet, oder mit den verschiedenen FLUAV-Stämmen inokuliert (4.2.4). 
 
 
4.4.2 Herstellung von Zelllysaten 
 
Zur Gewinnung von Zelllysaten aus transfizierten Zellen (4.1.4) für eine spätere 
immunochemische Detektion der Proteinen mittels Antikörpern (4.4.6), wurde zunächst der 
Zellkulturüberstand abgenommen und die Zellen dreimal mit 4 °C-kaltem PBS gewaschen. 
Um eine mögliche Zersetzung der Proteine durch Proteasen zu verhindern, wurden 
sämtliche Waschschritte auf Eis durchgeführt. Falls nötig, wurde nach diesem Schritt noch 
eine Oberflächenbiotinylierung (4.4.3) durchgeführt. Als Nächstes wurden pro Napf (6-Napf 
Platte) 1,5 ml 4 °C-kaltes PBS gegeben, die Zellen mit einem Zellschaber vom Plattenboden 
gelöst und die Zellsuspension in 2 ml-Reaktionsgefäße überführt. Durch eine 10-minütige 
Zentrifugation mit 600 x g bei 4 °C wurden die Zellen pelletiert, der Überstand abgenommen 
und das Pellet in 100 µl NP40-Lysispuffer mit Proteaseinhibitoren resuspendiert. Falls die 
Zelllysate für eine anschließende Immunopräzipitation (4.4.4) verwendet werden sollten, 
wurde das Pellet in 500 µl NP40-Lysispuffer mit Proteaseinhibitoren resuspendiert. Für die 
Lyse der Zellen wurden die Ansätze 1 Std. lang auf Eis inkubiert und anschließend für 30 
min mit 10.000 x g bei 4 °C zentrifugiert. Der proteinhaltige Überstand wurde in frische 1,5 
ml-Reaktionsgefäße überführt und eine Bestimmung des Proteingehaltes mit dem BCA 
Protein Assay Kit nach Angaben des Herstellers durchgeführt. Als Nächstes wurde durch 
Zugabe von NP40-Lysispuffer mit Proteaseinhibitoren der Proteingehalt der zueinander-
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gehörigen Proben angeglichen, diese 1 zu 1 (v/v) mit 2x SDS-Probenpuffer versetzt und für 
10 min auf 96 °C erhitzt. Die Proben wurden im Anschluss entweder direkt für die SDS-





Zum gezielten Nachweis einen Oberflächenexpression von ausgewählten Proteinen, wurde 
die Technik der Oberflächenbiotinylierung benutzt. Dabei werden durch einen Membran-
undurchgängigen Crosslinker sämtliche, auf der Zelloberfläche exprimierten Proteine 
kovalent mit Biotin verknüpft. Dies geschieht durch eine N-Hydroxysuccinimid- (NHS-) Ester 
Reaktion an primären Aminen, die bei Proteinen als Seitenkette an der Aminosäure Lysin 
vorkommen. Später können die biotinylierten Proteine durch die Wechselwirkung des Biotins 
mit Streptavidin, welches an Agarose immobilisiert vorliegt, bei der Immunopräzipitation 
(4.4.4) von intrazellulären Proteinen getrennt werden. 
 
Für die Oberflächenbiotinylierung wurden die transfizierten Zellen (4.1.4) zunächst dreimal 
mit 4 °C-kaltem PBS gewaschen und zum Schutz der Proteine vor einem Abbau durch 
Proteasen wurden sämtliche Schritte auf Eis durchgeführt.  Als Nächstes wurden die Zellen 
für 30 min auf Eis mit 1 ml (6-Napf Platte) Biotin-Lösung (0,5 mg/ml EZ-Link Sulfo-NHS-LC-
Biotin in PBS) schwenkend inkubiert. Die Biotin-Lösung wurde anschließend wieder 
abgenommen, die Zellen einmal mit 4 °C-kaltem PBS/Glycin gewaschen und für 10 min mit 4 
°C-kaltem PBS/Glycin auf Eis inkubiert, um freies Biotin zu binden. Danach wurden die 
Zellen dreimal mit 4 °C-kaltem PBS gewaschen, wie unter Abschnitt 4.4.2 beschrieben 





Die Immunopräzipitation basiert auf der Tatsache, dass ausgewählte Proteine durch 
Wechselwirkung mit einem immobilisierten (z.B. an Protein-A-Sepharose oder Agarose) 
Interaktionspartner aus Zelllysaten isoliert werden können. Dies kann man u.a. dadurch 
erreichen, dass man einen, für das zu präzipitierende Protein spezifischen Antikörper über 
seine Fc-Region an Protein-A-Sepharose bindet und diese mit dem Zelllysat inkubiert, oder 
das Ziel-Protein zunächst biotinyliert und anschließend mit Streptavidin-Agarose aus dem 
Zelllysat aufreinigt. Während der nachfolgenden Waschschritte bleibt das Ziel-Protein durch 
seinen Interaktionspartner immobilisiert, während andere Proteine weggewaschen werden. 
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Die Wechselwirkung wird zum Ende der Aufreinigung - z.B. durch Erhitzen oder kompetetive 
Bindung (beispielsweise durch kleine Peptide) - aufgehoben und das Ziel-Protein so von der 
Protein-A-Sepharose bzw. der Streptavidin-Agarose abgelöst. 
 
Für die Immunopräzipitation wurden zunächst (wie bereits im Abschnitt 4.4.2 beschrieben) 
Zelllysate hergestellt, jedoch mit dem Unterschied, dass für die Lyse der Zellen direkt 500 µl 
NP40-Lysispuffer mit Proteaseinhibitoren verwendet wurden. Nach erfolgter Zelllyse wurden 
die durch Zentrifugation geklärten Überstände in frische 1,5 ml-Reaktionsgefäße gegeben, in 
die zuvor 50 µl Streptavidin-Agarose gegeben wurden. Die Ansätze wurden anschließend 
gevortext und für 16 Std. rotierend bei 4 °C inkubiert. Nach dieser Inkubationsphase wurden 
die Ansätze für 3 min mit 10.000 x g bei 4 °C zentrifugiert, der Überstand abgenommen, das 
aus Streptavidin-Agarose und Protein bestehende Pellet anschließend mit 500 µl NP40-
Lysispuffer ohne Proteaseinhibitoren versetzt und gevortext. Dieser Waschschritt wurde 
noch dreimal wiederholt. Im Anschluss an den letzten Waschschritt wurde das Pellet in 100 
µl 2x SDS-Probenpuffer aufgenommen und für 10 min bei 96 °C inkubiert. Dadurch wurde 
das präzipitierte Protein von der Streptavidin-Agarose gelöst und durch eine 5-minütige 
Zentrifugation mit 10.000 x g bei Raumtemperatur von ihr getrennt. Nach der Zentrifugation 
wurde der Überstand in ein neues 1,5 ml-Reaktionsgefäß überführt und entweder direkt für 
die SDS-Polyakrylamidgelelektrophorese (4.4.5) verwendet oder bei -20 °C gelagert. 
 
 
4.4.5 SDS-Polyakrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) 
 
Zur elektrophoretischen Auftrennung von Proteinen, welche durch die Herstellung von 
Zelllysaten (4.4.2) oder durch Immunopräzipitation (4.4.4) aus Zellkulturen isoliert wurden, 
wurde die Technik der SDS-Polyakrylamidgelektrophorese (SDS-PAGE) eingesetzt. Dafür 
wurden 24 Std. vor der elektrophoretischen Auftrennung Polyakrylamidgele mit einem 10 
%igen Trenngel vorbereitet. Falls erforderlich, wurden die Proben vor dem Auftragen noch 
mit DTT (Endkonzentration 0,1 M) versetzt und für 10 min bei 96 °C inkubiert um vorhandene 
Schwefelbrücken zu reduzieren (reduzierende Bedingungen). Die proteinhaltigen Proben 
wurden anschließend in die Taschen eines 10 %igen Polyakrylamidgels gegeben und 
elektrophoretisch aufgetrennt. Dazu wurde zunächst eine Anfangsspannung von 80 V 
angelegt, die auf 120 V erhöht wurde, sobald die Proben aus dem Sammel- in das Trenngel 
übergingen. Als Referenzmarker und zur visuellen Kontrolle des Trennungsgrades wurde der 
PageRuler Prestained Protein Marker Plus verwendet. Die elektrophoretische Auftrennung 
wurde dann gestoppt, wenn aufgrund des Referenzmarkers abzusehen war, dass das zu 
detektierende Protein mittig im Trenngel positioniert war. Im Anschluss wurde das Gel für 
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4.4.6 Westernblot (WB) und anschließende immunochemische 
Detektion von Proteinen  
 
Nach erfolgter SDS-PAGE (4.4.5) wurde die Westernblot-Technik für den Transfer der 
Proteine aus dem Polyakrylamidgel auf eine Nitrozellulosemambran verwendet. Es kam 
dabei das Halbtrockenblot-Verfahren nach Kyhse-Andersen zum Einsatz (Kyhse-Andersen, 
1984) für das sämtliche Filterpapiere und Nitrozellulosemembranen auf die Größe 8 cm x 6 
cm zugeschnitten wurden.  
 
Auf der Anode der Blotkammer wurde zunächst ein Stapel aus 6 Filterpapieren, welche mit 
Anoden-Puffer I vollgesaugt waren, platziert und darauf ein Stapel aus 3, mit Anoden-Puffer 
II vollgesaugten Filterpapieren gelegt. Als Nächstes wurde auf diesen Stapel die 
Nitrozellulosemembran positioniert, die zuvor für 10 min in Aqua bidest. inkubiert wurde. 
Darauf wurde nun das Polyakrylamidgel (bei welchem zuvor das Sammelgel mit einem 
Skalpell entfernt wurde) gelegt und abschließend ein Stapel aus 9 Filterpapieren, welche mit 
Kathoden-Puffer vollgesaugt waren, platziert. Für einen optimalen Proteintransfer wurden 
alle Schichten Luftblasen-frei aufgelegt. Die Blotkammer wurde nun geschlossen und der 
Proteintransfer für 60 min bei einer Stromstärke von 0,8 mA/cm² Membran durchgeführt. 
Nach dem Proteintransfer wurden freie Bindestellen auf der Membran durch eine 2 stündige, 
schwenkende Inkubation bei Raumtemperatur mit Blocking-Reagenz-Puffer abgesättigt, 
bevor mit dem immunochemischen Nachweis der Proteine (Tabelle 39) begonnen wurde. 
Dafür wurde die Membran zunächst für jeweils 10 min dreimal hintereinander in PBSM mit 
0,1 % Tween20 und einmal in PBSM geschwenkt. Danach wurde die Membran zusammen 
mit dem in BSA-Lösung (1 %ig) verdünnten Primärantikörper (Tabelle 10) in einen 
Plastikbeutel eingeschweißt und über Nacht bei 4 °C schwenkend inkubiert, bevor sie erneut 
dreimal in PBSM mit 0,1 % Tween20 und einmal in PBSM gewaschen wurde. Im Anschluss 
wurde die Membran mit dem (ebenfalls in BSA-Lösung verdünnten) Peroxidase-gekoppelten 
Sekundärantikörper (Tabelle 11) in Folie eingeschweißt und für 2 Std. bei 4 °C schwenkend 
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Antigen Primärantikörper Sekundärantikörper 
ACE2*1  Anti-ACE2 Anti-Ziege-HRP 
ACE2-eGFP*1 (ACE2) Anti-ACE2 Anti-Ziege-HRP 
ACE2-eGFP*1 (eGFP) Anti-GFP Anti-Ziege-HRP 
ß-Catenin Anti-ß-Catenin Anti-Maus-HRP 
CoV-S-HA*2 (HA) Anti-HA Anti-Maus-HRP 
HAT-FLAG (FLAG) Anti-FLAG Anti-Kaninchen-HRP 
Tabelle 39: Übersicht über die Kombination aus Antigenen und Antikörpern für die 
immunochemische Detektion von auf Nitrozellulosemembran-transferierten Proteinen. 
Bei Proteinen, die mit einem fluoreszierenden Protein oder einem Epitop markiert wurden ist das zu 
detektierende Antigen in Klammern angegeben.  
*1: Beinhaltet alle verwendeten ACE2 Spezies (hACE2, rpACE2, rlanACE2 und ralcACE2) 
*2: Beinhaltet das SSARS-HA und das SBg08-HA 
 
 
Für die Detektion wurde die Membran mit dem BM Chemiluminescence ELISA Substrate 
(POD) überschichtet, für 5 min bei Raumtemperatur inkubiert und das entstandene 
Peroxidasesignal anschließend mit dem Chemi-Imager (ChemiDoc EQ) detektiert. Bei sehr 
schwachen Signalen wurde die Membran nachträglich mit dem SuperSignal West Dura 
Extended Duration Substrate bzw. dem SuperSignal West Femto Extended Sensitivity 
Substrate inkubiert, und das Peroxidase-Signal erneut mit dem Chemi-Imager detektiert. 
  
 
4.4.7 Indirekte Immunofluoreszenzanalyse (IFA) 
 
Für den fluoreszenzmikroskopischen Nachweis viraler und / oder zellulärer Antigene nach 
Infektion bzw. Transfektion, wurde eine indirekte Immunofluoreszenzanalse (IFA) 
durchgeführt. Dazu wurde zunächst der Zellkulturüberstand der Deckglaskulturen in den 24-
Napf Platten bzw. der in 96-Napf Platten gewachsenen Zellen abgenommen und die Zellen 
dreimal mit PBS gewaschen. Als Nächstes wurden die Zellen durch eine 20-minütige 
Inkubation mit 3 %iger Paraformaldehydlösung bei Raumtemperatur fixiert. Dann wurde die 
Paraformaldehydlösung abgenommen, die Zellen einmal mit PBS/Glycin gewaschen und 
zusätzlich noch für 10 min mit PBS/Glycin inkubiert, bevor die Zellen erneut zweimal mit PBS 
gewaschen wurden. Wenn für den Nachweis des gewünschten Antigens eine intrazelluläre 
Antikörperfärbung nötig war - d.h., dass kein fluoreszierendes Protein durch das virale 
Genom kodiert (BRSV(GFP), SeV(DsRed), VSV(GFP) und VSVpp) bzw. zuvor an das zu 
untersuchenden Protein mittels Hybridisierungs-PCR kloniert wurde (4.3.3.2) - wurden die 
Methoden  153 
 
Zellen anschließend permeabilisiert. Dies geschah entweder durch eine 10-minütige 
Inkubation mit 0,2 M Triton-X-100-Lösung oder, im Falle von  FLUAV- und MVA-T7-
infizierten Zellkulturen, durch eine 30-sekündige Inkubation mit Methanol/Azeton (1:1, v/v), 
da bei dieser Methode zusätzlich noch die Kernmembran permeabilisiert wird, was eine 
Detektion von viralen Antigenen im Nukleus erlaubt. Die Inkubation der Deckglaskulturen mit 
den jeweiligen Primär- (Tabelle 10) und Sekundärantikörpern (Tabelle 11) erfolgte jeweils in 
einer feuchten Kammer, während die Zellen, welche in 96-Napf Platten wuchsen, direkt in 
den Platten gefärbt wurden.  
 
Für die Antikörper-Inkubation der Deckglaskulturen in den feuchten Kammern wurde eine 
Glasschale mit angefeuchtetem Filterpapier ausgelegt und darauf ein Streifen Parafilm 
platziert. Auf diesen Parafilm wurden nun 25 µl-Tropfen des gewünschten Antikörpers 
vorgelegt und darauf die Deckgläser (mit der Seite auf der die Zellen gewachsen sind) 
gelegt. Die Schale wurde im Anschluss verschlossen und im Dunkeln für 1 Std. bei 
Raumtemperatur inkubiert. Zwischen der Inkubation mit den Primär- und 
Sekundärantikörpern, sowie nach der Inkubation mit dem Sekundärantikörper, wurden die 
Deckglaskulturen zurück in die 24-Napf Platten gelegt und dreimal mit PBS gewaschen. Bei 
der Färbung in den 96-Napf Platten wurden direkt 40 µl des Antikörpers in die Näpfe 
pipettiert und die Schalen im Dunkeln für 1 Std. schwenken inkubiert. Auch hier wurden die 
Ansätze zwischen der Inkubation mit den Primär- und Sekundärantikörpern, als auch nach 
der Inkubation mit dem Sekundärantikörper, dreimal mit PBS gewaschen. 
Für eine zusätzliche Färbung der Zellkerne wurden 50 (96-Napf Platte) bzw. 250 µl 
(Deckglaskulturen) der DAPI-Lösung zu den Ansätzen gegeben und diese für 10 min bei 37 
°C inkubiert. Bei DAPI (4’,6-Diamidin-2-phenylindol) handelt es sich um einen 
Fluoreszenzfarbstoff, welcher in Nukleinsäuren interkaliert und durch Anregung mit 
ultraviolettem Licht (Absorptionsmaximum = 358 nm) blau fluoresziert (Emissionsmaximum = 
461 nm). Anschließend an die Färbung der Zellkerne wurde die DAPI-Lösung abgenommen 
und die Zellen nacheinander, zweimal mit PBS und dreimal mit Aqua bidest. gewaschen. 
Während bei den Ansätzen in den 96-Napf Platten das Aqua bidest. wieder abgenommen, 
die Platten getrocknet und direkt fluoreszenzmikroskopisch ausgewertet werden konnten, 
mussten die Deckflaskulturen noch auf Objektträgern befestigt werden. Dazu wurde auf 
beschrifteten Objektträgern 40 µl-Tropfen Mowiol vorgelegt und darauf die Deckgläser (mit 
der Seite auf der die Zellen gewachsen sind) gelegt. Die Deckglaskulturen wurden vor der 
fluoreszenzmikroskopischen Auswertung für mindestens 4 Std. bei 4 °C inkubiert um ein 
Aushärten des Mowiols zu gewährleisten. 
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Die fluoreszenzmikroskopische Auswertung erfolgte mit einem Nikon Eclipse Ti 
Fluoreszenzmikroskop und der Nikon NIS Elements AR Software. Die Bearbeitung des 
Kontrastes und der Intensität der Aufnahmen erfolgte unter der Berücksichtigung von 
identischen Einstellungen mit dem Grafikprogramm Adobe Photoshop CS2. 
 
 
4.4.8 Lektinfärbung zum Nachweis von alpha-2,3- und alpha-2,6-
verknüpften Sialinsäuren auf der Zelloberfläche 
 
Die Lektinfärbung zum Nachweis von der alpha-2,3- und / oder alpha-2,6-verknüften 
Sialinsäuren auf der Zelloberfläche wurde von der Methodik her, wie eine IFA (4.4.7) 
durchgeführt, jedoch wurden hier anstelle von (Primär-) Antikörpern Lektine (Tabelle 12) 
verwendet. Die Zellen wurden wie schon beschrieben gewaschen und fixiert und 
anschließend in einer feuchten Kammer analog zur IFA im Dunkeln für 1 Std. bei 
Raumtemperatur mit Lektinen inkubiert (Tabelle 40). Da für den Nachweis von alpha-2,6-
verknüpften Sialinsäuren ein fluoreszenzgekoppeltes Lektin (SNA-FITC) verwendet wurde, 
konnte direkt die Färbung der Zellkerne und das Befestigen der Deckglaskulturen auf 
Objektträgern angeschlossen werden. Für den den Nachweis von alpha-2,3-verknüpften 
Sialinsäuren wurde hingegen ein Biotin-gekoppeltes Lektin (MAAII-Biotin) eingesetzt. Daher 
wurden diese Ansätze für eine spätere fluoreszenzmikroskopische Detektion nach 
dreimaligem Waschens mit PBS, zusätzlich mit Cy3-gekoppeltem Streptavidin inkubiert. 
Anschließend wurden auch bei diesen Ansätzen die Zellkerne gefärbt und die 
Deckglaskulturen auf Objektträgern befestigt. Die fluoreszenzmikroskopische Auswertung 
wurde identisch zur IFA durchgeführt. 
 
 
Verknüpfungstyp Lektin Antikörper 
alpha-2,3 MAAII-Biotin Streptavidin-Cy3 
alpha-2,6 SNA-FITC*1 --- 
Tabelle 40: Übersicht über die verwendeten Lektine und ggf. fluoreszenzgekoppelten 
Antikörper für den Nachweis von alpha-2,3- oder alpha-2,6-verknüpften Sialinsäuren bei der 
Lektinfärbung. 
*1: Da das Lektin direkt mit FITC gekoppelt war, wurde keine weitere Antikörperfärbung durchgeführt. 
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4.4.9 Bestimmung der Luziferaseaktivität nach der Infektion mit 
VSV-Pseudotypen 
 
Um die Aktivität der viruskodierten Leuchkäfer- (Photinus pyralis, firefly) Luziferase (fLuc) 
infolge einer VSVpp-Infektion (4.2.6) zu messen, wurde zunächst der Zellkulturüberstand 
abgenommen und die Zellen (in weißen 96-Napf Platten) zweimal mit PBS gewaschen. Dann 
wurden 50 µl des frisch angesetzten Luziferase-Lysispuffers zu den Zellen gegeben und die 
Ansätze im Dunkeln für 30 min bei Raumtemperatur geschwenkt. Anschließend wurden die 
weißen 96-Napf Platten in das GENios Pro Chemiluminometer gestestellt, die Ansätze mit 50 
µl frischem Luziferase-Substrat aus dem Luciferase Assay System versetzt und die 
Lumineszenz mithilfe der Magellan Data Analysis Software V 5.0 bestimmt. Bei der 
Bestimmung der Luziferaseaktivität handelte es sich um eine Endpunkt-Messung. Dabei 
wurden die Ansätze nach Zugabe des Luziferase-Substrates für 10 s im Gerät geschüttelt 
(shaking) und im Anschluss für 60 s (settling time) inkubiert, bevor das Luziferasesignal 
eines jeden Ansatzes mit einer Integrationszeit (integration time) von 100 ms detektiert 
wurde. Die Auswertung der Daten unter Angabe der Mittelwerte mit dazugehörigen 




4.5 Bioinformatische Methoden 
 
4.5.1 Proteinsequenzanalyse auf das Vorhandensein von 
funktionellen Domänen und Motiven für post-translationale 
Modifikationen 
 
Zur bioinformatischen Analyse der Proteinstrukturen der klonierten und der zum Vergleich 
herangezogenen ACE2 sowie von coronaviralen S-Proteinen auf das Vorhandensein von 
funktionellen Domänen - wie Signalpeptiden (SP) oder Transmembrandomänen (TD) - als 
auch auf die Präsenz möglicher Motive für post-translationale Modifikationen (N-
Glykosylierungsmotive, N-Glyk; O-Glykosylierungsmotive, O-Glyk; Phosphorylierungsstellen, 
Phos; Azetylierungsstellen, Azet), wurden verschieden Online-Tools (Tabelle 41) verwendet. 
Die Aminosäuresequenzen wurden dafür in die entsprechenden Eingabefelder kopiert und 
die Berechnung unter den vorhandenen Standardbedingungen durchgeführt. 
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Domäne / Modifikation Protein(e) Online-Tool Sonstiges 
Azetylierungsstellen ACE2 PAIL 1.0 *1 
N-Glykosylierungsmotive ACE2 NetNGlyc 1.0 *2 
O-Glykosylierungsmotive ACE2 NetOGlyc 3.1 *3 
Phosphorylierungsstellen ACE2 NetPhos 2.0 *4 
Signalpeptide ACE2 und CoV-S SignalP 4.1 *5 
Transmembrandomänen ACE2 und CoV-S HMMTOP Version 2.0 *6 
Tabelle 41: Übersicht der verwendeten Online-Tools für die bioinformatische Analyse der ACE2 
und CoV. 
*1: (Li et al., 2006a) 
*2: (Blom et al., 2004) 
*3: (Steentoft et al., 2013) 
*4: (Blom et al., 1999) 
*5: (Nielsen et al., 1997; Petersen et al., 2011) 
*6: (Tusnady und Simon, 1998; Tusnady und Simon, 2001) 
 
 
4.5.2 Analyse des Konservierungsgrades der unterschiedlichen 
ACE2 bzw. CoV-S auf Ebene der Aminosäuresequenzen 
 
Um die Konservierung der Proteinsequenzen für die verschiedenen ACE2 bzw. CoV-S zu 
untersuchen, wurde zunächst mit den Online-Tools „Kalign Tool“ und „ClustalW2“ jeweils ein 
Alignment gemacht und die für die ACE2-SSARS-Interaktion wichtigen Aminosäuren zwischen 
den verschiedenen ACE2 bzw. dem SSARS und den S-Proteinen der SARSr-CoV miteinander 
verglichen. Zusätzlich wurde für die S-Proteine jeweils die prozentuale Konservierung der 
gesamten Aminosäuresequenz zwischen den einzelnen CoV-S mithilfe des „BLASTp“ 
Online-Tools (two sequence alignment) bestimmt. Diese Analyse wurde sowohl für die 
Volllänge-CoV-S durchgeführt, als auch nur für die, zum rezeptorbindenden Motivs (RBM) 
des SSARS analogen Abschnitte. Des Weiteren wurden mithilfe des Online-Tools „PRALINE“ 
sämtliche Aminosäuresequenzen der S-Proteine zusammengefasst verglichen und für jede 
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Analyse Protein(e) Online-Tool Sonstiges 
Aminosäuresequenz-Alignment ACE2 und CoV-S Kalign Tool *1 
Aminosäuresequenz-Alignment ACE2 und CoV-S ClustalW2 *2 
Konservierungsgrad (Total) CoV-S BLASTp *3 
Konservierungsgrad (AS-spezifisch) CoV-S PRALINE *4 
Tabelle 42: Übersicht der verwendeten Online-Tools für die Analyse des Konservierungsgrades 
der Aminosäuresequenzen. 
*1: (Lassmann und Sonnhammer, 2005; Lassmann und Sonnhammer, 2006; Lassmann et al., 2009) 
*2: (Larkin et al., 2007) 
*3: (Altschul et al., 1990) 
*4: (Simossis und Heringa, 2003; Simossis und Heringa, 2005; Bawono und Heringa, 2014) 
 
 
4.5.3 Berechnung der verwandtschaftlichen Beziehung und 
Erzeugung von Stammbäumen 
 
Die Berechnung der verwandtschaftlichen Beziehung der verschiedenen ACE2 bzw. CoV-S 
und die Darstellung in Stammbäumen, erfolgte mit dem Online-Tool „Phylogeny.fr“ (Dereeper 
et al., 2008). Dazu wurde für die zu untersuchenden Aminosäuresequenzen der 
verschiedenen ACE2 (Tabelle 43) bzw. CoV-S (Tabelle 44) die „One Click“-Methode 
durchgeführt. Zusätzlich zu den in dieser Arbeit verwendeten ACE2 wurde noch die 
Aminosäuresequenz des Zibetkatzen- (Parguma larvata) ACE2 als Referenz hinzugezogen. 
 
ACE2 Spezies GenBank-Nr. Bemerkung 
hACE2 Homo sapiens   
rpACE2 Rhinolophus pearsonii ABU54053.1  
rlanACE2 Rhinolophus landeri ---  
ralcACE2 Rhinolophus alcyone ---  
Zibetkatzen-ACE2 Parguma larvata Q56NL1.1 Referenz 
Tabelle 43: Übersicht über die verwendeten ACE2 für die Analyse der verwandtschaftlichen 
Beziehung auf der Ebene der Aminosäuresequenzen. 
Die Aminosäresequenz des Zibetkatzen-ACE2 diente als Referenz . 
 
 
Zur Analyse der verwandtschaftlichen Beziehung der CoV-S wurden die S-Proteine der 
SARSr-CoV mit S-Proteinen von typischen Vertretern der vier Genera der Coronavirinae 
verglichen. Für einen fokussierten Blick auf das Genus Betacoronavirus wurden neben den 
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in dieser Arbeit untersuchten S-Protein Sequenzen, zusätzlich noch die Sequenzen für die S-
Proteine des SARS-CoV (Tor2)-Isolates sowie von drei, erst kürzlich beschriebenen, SARSr-
CoV (Rs3367, RsSHC014 und WIV1) verwendet. Letztere wurden in Kotproben von 
chinesischen Hufeisennasen-Fledermäusen (Rh. sinicus) detektiert und interagieren mit dem 
humanen ACE2 (Ge et al., 2013). Im Falle des SARSr-CoV (WIV1) handelt es sich zudem 
um das erste SARSr-CoV, bei dem nicht nur der Nachweis sondern auch die Isolierung aus 
Probenmaterial von Fledermäusen gelungen ist. 
 
CoV-S Genus Wirt GenBank-Nr. Bemerkung
FIPV-S Alphacoronavirus Katze YP_004070194.1 Referenz 
HCoV-229E-S Alphacoronavirus Mensch AFR79257.1 Referenz 
HCoV-NL63-S Alphacoronavirus Mensch AFD98834.1 Referenz 
PEDV-S Alphacoronavirus Schwein NP_598310.1 Referenz 
TEGV-S Alphacoronavirus Schwein CAB91145.1 Referenz 
BCoV-S Betacoronavirus Rind NP_150077.1 Referenz 
HCoV-OC43-S Betacoronavirus Mensch NP_937950.1 Referenz 
MERS-CoV-S Betacoronavirus Mensch KF192507.1 Referenz 
MHV-S Betacoronavirus Maus AAF05704.1 Referenz 
SARS-CoV (BJ01)-S Betacoronavirus Mensch AAP30030.1  
SARS-CoV (Fra1)-S Betacoronavirus Mensch AAP33697.1  
SARS-CoV (Tor2)-S Betacoronavirus Mensch NP_828851.1 Referenz 
SARSr-CoV (BB-99-04)-S Betacoronavirus Fledermaus*1 nicht annotiert  
SARSr-CoV (Bg08)-S Betacoronavirus Fledermaus*2 YP_003858584.1  
SARSr-CoV (Rp3)-S Betacoronavirus Fledermaus*3 Q3I5J5.1  
SARSr-CoV (Rs3367)-S Betacoronavirus Fledermaus*3 AGZ48818.1 Referenz 
SARSr-CoV (RsSHC014)-S Betacoronavirus Fledermaus*3 AGZ48806.1 Referenz 
SARSr-CoV (WIV1)-S Betacoronavirus Fledermaus*3 AGZ48828.1 Referenz 
IBV-S Gammacoronavirus Geflügel NP_040831.1 Referenz 
TCoV-S Gammacoronavirus Truthahn YP_001941166.1 Referenz 
Bulbul-CoV-HKU11-S Deltacoronavirus Singvögel ACJ12035.1 Referenz 
Tabelle 44: Übersicht über die verwendeten CoV-S für die Analyse der verwandtschaftlichen 
Beziehung auf der Ebene der Aminosäuresequenzen. 
„Wirt“ bezeichnet die Spezies, aus welcher das CoV erstmals isoliert bzw. in der es erstmalig 
nachgewiesen wurde. Die Aminosäuresequenzen von CoV-S, die zum Vergleich herangezogen 
wurden sind mit dem Begriff „Referenz“ markiert. Bei den Wirten für die SARSr-CoV handelt es sich 
um die Fledermausspezies Rhinolophus euryale (*1), Rh. blasii (*2) und Rh. sinicus (*3). 
 





5.1 Generelle Infizierbarkeit von Fledertierzelllinien 
durch verschiedene umhüllte Viren 
 
Um einen generellen Überblick über die Infizierbarkeit von Fledertierzelllinien durch umhüllte 
Viren mit unterschiedlichen Eintrittsstrategien und Rezeptordeterminanten zu erhalten, 
wurden Deckglaskulturen von Zelllinien aus verschiedenen Familien der Ordnung der 
Fledertiere (Chiroptera) mit unterschiedlichen, replikationsfähigen RNA-Viren inokuliert. Die 
Infektion wurde die Expression viruskodierter, fluoreszierender Proteine (GFP bzw. DsRed) 
oder durch Antikörperfärbung  von Virusproteinen detektiert. 
 
Wie in Abbildung 28 zu erkennen ist, waren sämtliche Fledertierzelllinien aus den Familien 
der Pteropodidae (RoNi/7, Rousettus aegyptiacus; HypNi/1.1, Hypsignathus monstrosus; 
EpoNi/22.1, Epomops buettikoferi), Rhinolophidae (RhiNi/40B, Rhinolophus landeri), 
Phyllostomidae (CpLu, Carollia perspicillata) sowie Molossidae (Tb 1 Lu, Tadarida 
brasiliensis) für die Infektion durch BRSV, SeV, FLUAV (A/swine/Potsdam/15/81, 
A/duck/Potsdam/15/80, A/chicken/Saudi Arabia/CP7/98) und VSV empfänglich. Eine 
vergleichsweise hohe Infektionsrate für alle getesteten Zelllinien wurde durch die Infektion 
mit SeV (DsRed-positive Zellen) sowie VSV (GFP-positive Zellen) erreicht. Die Infektion mit 
BRSV führte in sämtlichen Zelllinien zu einzelnen bzw. kleinen Inseln von infizierten Zellen 
(GFP-positive Zellen), sowie gelegentlich zu kleinen Synzytien. Beim Vergleich der Infektion 
mit den verschiedenen FLUAV-Stämmen war auffällig, dass sämtliche Stämme eine deutlich 
geringere Infektiösität in Tb 1 Lu-Zellen aufwiesen (FLUAV-NP-positive Zellen). Die 
Abwesenheit einer positiven Antikörperfärbung für das FLUAV-NP in nicht-infizierten Zellen 
weist darauf hin, dass die geringe Antikörperfärbung in den Tb 1 Lu-Zellen spezifisch war. 
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Abbildung 28: Generelle Infizierbarkeit von Fledertierzelllinien durch replikationsfähige, 
umhüllte RNS-Viren. 
RoNi/7 (Rousettus aegyptiacus), HypNi/1.1 (Hypsignathus monstrosus), EpoNi/22.1 (Epomops 
buettikoferi), RhiNi/40B (Rhinolophus landeri), CpLu (Carollia perspicillata) sowie Tb 1 Lu (Tadarida 
brasiliensis) wurden für 1 Std. mit 100.000 ffu replikationsfähigem BRSV(GFP) (BRSV), SeV(DsRed) 
(SeV), A/swine/Potsdam/15/81 (H1N1), A/duck/Potsdam/15/80 (H7N7), A/chicken/Saudi Arabia/CP7/98 
(H9N2) oder VSV(GFP) (VSV) infiziert. Anschließend wurde das Inokulum entfernt, die Zellen 
gewaschen und mit methylzellulosehaltigem Medium überschichtet. 24 (SeV, H1N1, H7N7, H9N2 und 
VSV) bzw. 48 (BRSV) Std. p.i. wurden die Zellen fixiert. Im Falle von H1N1, H7N7 und H9N2 wurden 
die Zellen mit eiskaltem Methanol/Azeton (1:1, v/v) permeabilisiert und intrazelluläres FLUAV-NP mit 
Antikörpern angefärbt. Die Auswertung der Infektion erfolgte fluoreszenzmikroskopisch, wobei nicht-
infizierte Zellen (Kontrolle) als Negativ-Kontrollen dienten (Vergrößerung 10x). 
 
 
5.2 Interaktion von aviären und porzinen Influenza A-
Viren mit Fledertierzelllinien 
 
5.2.1 Präsenz von alpha-2,3- und alpha-2,6-verknüpften 
Sialinsäuren auf verschiedenen Fledertierzelllinien 
 
Im vorangegangenen Experiment zur generellen Empfänglichkeit von Fledertierzelllinien für 
die Infektion durch umhüllte RNS-Viren konnte gezeigt werden, dass sämtliche getesteten 
Viren - BRSV, SeV, porzine und aviäre FLUAV und VSV - in der Lage waren, die 
ausgewählten Fledermauszelllinien zu infizieren. Zudem deuten neueste Erkenntnisse darauf 
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hin, dass FLUAV nicht nur ein natürliches Reservoir im Wassergeflügel haben (Webster et 
al., 1992; Webby und Webster, 2001; Fouchier et al., 2005), sondern es darüber hinaus auch 
spezielle Subtypen in Fledertieren gibt (Tong et al., 2012). Zusätzlich konnte gezeigt werden, 
dass die Infektion von Fledertierzellen zur Entstehung von Reassortanten führen kann 
(Dlugolenski et al., 2013). Aus diesem Grund wurde in den folgenden Versuchen auf die 
Infizierbarkeit von Fledertierzelllinien für verschiedene FLUAV-Stämme eingegangen. 
 
 
Abbildung 29: Präsenz von alpha-2,3- und alpha-2,6-verknüpften Sialinsäuren auf 
verschiedenen Fledermauszelllinien. 
MDCKII-Zellen sowie die Fledertierzelllinien EidNi/41 (Eidolon helvum), HypNi/1.1 (Hypsignathus 
monstrosus), RoEnd/4 (Rousettus aegyptiacus), CpKd (Carollia perspicillata), Tb 1 Lu (Tadarida 
brasiliensis) und MyDauLu/47.1 (Myotis daubentonii) wurden entweder direkt fixiert ((-) NA) oder 
zunächst für 2 Std. bei 37 °C und 5 % CO2 mit 100 mU Neuraminidase inkubiert ((+) NA). Anschließend 
wurden vorhandene alpha-2,3- und alpha-2,6-verknüpfte Sialinsäuren durch Inkubation mit MAAII-
Biotin gefolgt von Streptavidin-Cy3 (MAAII) oder durch Inkubation mit SNA-FITC (SNA) detektiert. Die 
Auswertung erfolgte fluoreszenzmikroskopisch (Vergrößerung 10x). 
 
 
Da FLUAV endständige Sialinsäuren auf Glykoproteinen oder Glykolipiden als 
Rezeptordeterminanten für die Infektion benutzen, sollte zunächst geklärt werden, in 
162  Ergebnisse 
welchem Ausmaß alpha-2,3- und alpha-2,6-verknüpfte Sialinsäuren auf der Oberfläche von 
verschiedenen Fledertierzelllinien präsent sind. Wie aus Abbildung 29 erkenntlich wird, 
besaßen alle getesteten Fledertierzelllinien sowohl alpha-2,3- als auch alpha-2,6-verknüpfte 
Sialinsäuren auf ihren Oberflächen (- NA). Bezogen auf alpha-2,3-verknüpfte Sialinsäuren 
fiel auf, dass mit Ausnahme der CpKd-Zellen, welche eine vergleichsweise geringe Intensität 
der Lektinfärbung aufwiesen, alle anderen Fledertierzelllinien eine zu MDCKII-Zellen 
(augenscheinlich) identische Verteilung zeigten. Bei der Detektion von alpha-2,6-verknüpften 
Sialinsäuren war ein ähnliches Ergebnis zu erkennen. Während die Fledertierzelllinien 
EidNi/41, HypNi/1.1, CpKd und MyDauLu/47.1 ein zu MDCKII-Zellen vergleichbares Bild in 
Bezug auf die augenscheinliche Verteilung aufwiesen, war die Intensität der Lektinfärbung 
mit SNA-FITC für die RoEnd/4- und Tb 1 Lu-Zellen leicht bzw. deutlich geringer ausgeprägt.  
 
Sowohl für alpha-2,3- als auch für alpha-2,6-verknüpfte Sialinsäuren führte eine 
Neuraminidase-Behandlung vor der Lektinfärbung zu einer Verringerung der Intensität, 
wobei auch hier Unterschiede bestanden. Im Falle von MDCKII-, HypNi/1.1-, CpKd- und Tb 1 
Lu-Zellen führte eine zweistündige Behandlung mit 250 mU C. perfringens-Neuraminidase 
Typ V bei 37 °C zu einem fast vollständigen Verschwinden der positiven Lektinfärbung für 
beide Sialinsäuren-Typen (+ NA). Im Gegensatz dazu war die Reduktion in der Intensität der 
Lektinfärbung bei Neuraminidase-behandelten EidNi/41-, RoEnd/4- und MyDauLu/47.1-
Zellen deutlich geringer ausgeprägt. 
 
 
5.2.2 Vergleich der Infektion von porzinen und aviären Influenza 
A-Virus-Stämmen 
 
Wie im zuvor beschriebenen Abschnitt gezeigt werden konnte, besitzen alle getesteten 
Fledertierzelllinien sowohl alpha-2,3- als auch alpha-2,6-verknüpfte Sialinsäuren auf ihren 
Oberflächen und eine Behandlung mit Neuraminidase führt zu einer deutlichen Reduktion 
der Intensität der Lektinfärbung (Abbildung 29). Als Nächstes sollte untersucht werden, in 
welchem Ausmaß Fledertierzelllinien durch FLUAV verschiedener Subtypen infizierbar sind. 
Dazu wurden porzine (A/swine/Potsdam/15/81, Subtyp H1N1 und 
A/swine/Bissendorf/IDT1864/2003, Subtyp H3N2) sowie aviäre FLUAV-Stämme 
(A/duck/Potsdam/15/80, Subtyp H7N7 und A/chicken/Saudi Arabia/CP7/98, Subtyp H9N2) 
verwendet, da Wassergeflügel das bedeutendste Reservoir für FLUAV darstellen und 
Schweinen, aufgrund der ausgeprägten Expression von sowohl alpha-2,3- als auch alpha-
2,6-verknüpften Sialinsäuren in ihrem Respirationstrakt (Ito et al., 1998; Suzuki et al., 2000), 
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als sogenanntes mixing vessel, eine wichtige Rolle bei der Adaptation und der 
Rekombination von FLUAV zukommt  (Scholtissek et al., 1985).  
 
 
Abbildung 30: Infektion von unbehandelten Fledertierzelllinien mit verschiedenen porzinen und 
aviären FLUAV-Stämmen. 
MDCKII-Zellen sowie die Fledertierzelllinien RoEnd/4 (Rousettus aegyptiacus), EidNi/41 (Eidolon 
helvum), EpoNi/22.1 (Epomops buettikoferi), HypNi/1.1 (Hypsignathus monstrosus), RhiNi/1.1 
(Rhinolophus alcyone), CpKd (Carollia perspicillata), PipNi/3 (Pipistrellus pipistrellus) und 
MyDauLu/47.1 (Myotis daubentonii) wurden für 1 Std. mit 100.000 ffu A/swine/Potsdam/15/81 (H1N1), 
A/swine/Bissendorf/IDT1864/2003 (H3N2), A/duck/Potsdam/15/80 (H7N7) oder A/chicken/Saudi 
Arabia/CP7/98 (H9N2) inokuliert. 24 Std. p.i. wurden die Zellen fixiert, mit eiskaltem Methanol/Azeton 
(1:1, v/v) permeabilisiert und intrazelluläres FLUAV-NP mit Antikörpern angefärbt. Die Auswertung 




Um die Infizierbarkeit von verschiedenen Fledertierzelllinien in Abhängigkeit von der Präsenz 
von alpha-2,3- und alpha-2,6-verknüpften Sialinsäuren zu untersuchen wurden RoEnd/4 
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(Rousettus aegyptiacus), EidNi/41 (Eidolon helvum), EpoNi/22.1 (Epomops buettikoferi), 
HypNi/1.1 (Hypsignathus monstrosus), RhiNi/1.2 (Rhinolophus alcyone), CpKd (Carollia 
perspicillata), PipNi/3 (Pipistrellus pipistrellus) und MyDauLu/47.1 (Myotis daubentonii) 
entweder vor der Inokulation mit den verschiedenen FLUAV-Stämmen entweder mit 250 mU 
Neuraminidase vorbehandelt oder unbehandelt belassen. MDCKII-Zellen, welche eine 
generelle Empfänglichkeit für FLUAV besitzen und als eine Standardzelllinie für ihre 
Vermehrung und Untersuchung genutzt werden,  dienten bei diesem Versuch als Positiv-
Kontrolle. Nach der Neuraminidase-Behandlung der Fledertierzelllinien erfolgte die 
Inokulation mit den verschiedenen FLUAV. Unbehandelte Zellen wurden zusätzlich als 
Kontrollen verwendet. Für die Inokulation der Fledertierzelllinien wurden einerseits die 
porzinen FLUAV-Stämme A/swine/Potsdam/15/81 (Subtyp H1N1) und 
A/swine/Bissendorf/IDT1864/2003 (Subtyp H3N2) sowie die aviären FLUAV-Stämme 
A/duck/Potsdam/15/80 (Subtyp H7N7) und A/chicken/Saudi Arabia/CP7/98 (Subtyp H9N2) 
verwendet. Die Zellen wurden 24 Std. p.i. fixiert, permeabilisiert und das bei einer 
erfolgreichen Infektion vorhandene virale Nukleoprotein durch Antikörperfärbung 
nachgewiesen. 
 
Die fluoreszenzmikroskopische Auswertung der nicht neuraminidase-vorbehandelten 
Ansätze wurden (Abbildung 30), ergab, dass MDCKII-Zellen für alle vier verwendeten 
FLUAV-Stämme mehr oder weniger gleich empfänglich waren. Lediglich der Stamm 
A/chicken/Saudi Arabia/CP7/98 wies eine geringfügig schwächere Infektion auf. Für die 
verschiedenen Fledertierzelllinien ergab sich ein sehr heterogenes Bild. EidNi/41-, 
EpoNi/22.1-, HypNi/1.1- und PipNi/3-Zellen besaßen für die verwendeten FLUAV der 
Subtypen H1N1, H3N2, H7N7 und H9N2 eine zu MDCKII-Zellen vergleichbare (EidNi/41-, 
HypNi/1.1- und PipNi/3-Zellen), bzw. minimal geringere (EpoNi/22.1-Zellen) Empfänglichkeit. 
Im Vergleich dazu war die Infektion der Fledertierzelllinien RoEnd/4 und MyDauLu/47.1 
durch die verschiedenen FLUAV-Stämme weniger effizient. Die größte Menge des NP-
Antigens konnte bei diesen Zelllinien nach der Infektion mit dem FLUAV-Stamm 
A/swine/Bissendorf/IDT1864/2003 detektiert werden. Eine noch weitaus geringere 
Infektionsrate war bei den Fledertierzelllinien RhiNi/1.2 und CpKd zu beobachten. Während 
die Infektionsrate der CpKd-Zellen generell sehr gering, aber für alle verwendeten FLUAV-
Stämme von vergleichbarem Ausmaß war, konnte man bei der RhiNi/1.2-Zelllinie erkennen, 
dass die porzinen Stämme gegenüber den aviären Stämmen eine höhere Infektionsrate 
aufwiesen. 
 
Die Vorbehandlung der Zellen mit Neuraminidase führte neben der zuvor beobachteten 
Verringerung bei der Lektinfärbung (Abbildung 29) auch zu einer generellen Reduktion bei 
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der Infizierbarkeit sämtlicher Fledertierzelllinien (Abbildung 31). Auffällig war, dass die 
Infektion durch die porzinen FLUAV-Stämme, A/swine/Potsdam/15/81 und insbesondere 
A/swine/Bissendorf/IDT1864/2003, gegenüber den aviären FLUAV-Stämmen,  
A/duck/Potsdam/15/80 und A/chicken/Saudi Arabia/CP7/98, meist stärker reduziert war. 
 
 
Abbildung 31: Infektion von neuraminidase-vorbehandelten Fledertierzelllinien mit 
verschiedenen porzinen und aviären FLUAV-Stämmen. 
MDCKII-Zellen sowie die Fledertierzelllinien RoEnd/4 (Rousettus aegyptiacus), EidNi/41 (Eidolon 
helvum), EpoNi/22.1 (Epomops buettikoferi), HypNi/1.1 (Hypsignathus monstrosus), RhiNi/1.1 
(Rhinolophus alcyone), CpKd (Carollia perspicillata), PipNi/3 (Pipistrellus pipistrellus) und 
MyDauLu/47.1 (Myotis daubentonii) wurden für 2 Std. bei 37 °C und 5 % CO2 mit 100 mU 
Neuraminidase behandelt und anschließend für 1 Std. mit 100.000 ffu A/swine/Potsdam/15/81 (H1N1), 
A/swine/Bissendorf/IDT1864/2003 (H3N2), A/duck/Potsdam/15/80 (H7N7) oder A/chicken/Saudi 
Arabia/CP7/98 (H9N2) inokuliert. 24 Std. p.i. wurden die Zellen fixiert, mit eiskaltem Methanol/Azeton 
(1:1, v/v) permeabilisiert und intrazelluläres FLUAV-NP mit Antikörpern angefärbt. Die Auswertung 
erfolgte fluoreszenzmikroskopisch, wobei nicht-infizierte Zellen (Kontrolle) als Negativ-Kontrollen dienten 
(Vergrößerung 10x). 
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Allgemein konnte beobachtet werden, dass auch die Neuraminidase-vorbehandelten 
EidNi/41-, EpoNi/22.1-, HypNi/1.1- und PipNi/3-Zellen abermals eine zu MDCKII-Zellen fast 
identische Empfänglichkeit aufwiesen. RoEnd/4- und MyDauLu/47.1-Zellen waren wiederum 
etwas geringer infizierbar als die zuvor genannten Fledertierzelllinien, gefolgt von den 
RhiNi/1.2- und CpKd-Zellen, bei denen die Infektion durch den porzinen FLUAV-Stamm vom 
Subtyp H3N2 (A/swine/Bissendorf/IDT1864/2003) fast vollständig verhindert wurde. 
 
 
5.3 Infizierbarkeit von Fledertierzelllinien durch 
Paramyxovirus- bzw. Filovirus-Glykoprotein-tragende 
VSV-Pseudotypen 
 
Ebola- sowie Marburgviren, Vertreter der Virusfamilie Filoviridae,  sind als Auslöser von 
schweren und oft fatalen hämorrhagischen Fiebern bei Menschen und Primaten in 
Äquatorialafrika bekannt, und es wurde schon seit einiger Zeit angenommen, dass 
verschiedene  Spezies von Flughunden als Reservoir für Ebola- (Leroy et al., 2005) sowie 
Marburgviren (Towner et al., 2009; Paweska et al., 2012) in Frage kommen. Es gibt zudem 
Hinweise darauf, dass neben Flughunden auch insektivore Fledermäuse außerhalb 
Äquatorialafrikas eine Rolle als Reservoir für Filoviren spielen können (Negredo et al., 2011). 
Des Weiteren ist es sehr wahrscheinlich, dass Flughunde der Gattung Pteropus als 
Reservoir für NiV und HeV, den Auslösern von schweren, meist tödlich verlaufenden 
Infektionen beim Menschen, im australischen und südost-asiatischen Raum dienen (Yob et 
al., 2001; Chua et al., 2002b). Die Detektion der RNS von henipavirus-ähnlichen Viren in 
Kotproben von Flughunden der Gattung Eidolon (E. helvum) in Afrika (Drexler et al., 2009) 
sowie in Fledermäusen der Gattung Pteronotus (P. parnelli) in Zentralamerika (Drexler et al., 
2012a) deuten zudem auf eine weltweite Verbreitung von Henipaviren hin. Durch die Analyse 
von Gewebeproben (Milz) afrikanischer Flughunde wurden neben der Gattung Eidolon 
zudem noch die Gattungen Myonycteris (M. torquata), Hypsignathus (H. monstrosus), 
Rousettus (R. aegyptiacus) und Epomophorus (E. gambianus) als Träger von henipavirus-
ähnlichen Viren identifiziert (Drexler et al., 2012a). 
 
Um einen generellen Überblick über die Empfänglichkeit von verschiedenen (teilweise aus 
potenziellen Reservoirspezies hergestellten) Fledertierzelllinien zu bekommen, wurden VSV-
Pseudotypen (VSVpp) mit den Glykoproteinen des Zaire-Ebolavirus (ZEBOV-GP), des Lake 
Victoria-Marburgvirus (MARV-GP), sowie des Nipah-Virus (NiV-F+G) beladen und 
Infektionsversuche durchgeführt.  
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Die durch die Glykoproteine von Filo- und Paramyxoxoviren vermittelte Infektion von 
verschiedenen Fledertierzelllinien, im Vergleich zu BHK-21- und VeroE6-Zellen, ist in 
Abbildung 32 dargestellt. Sämtliche getesteten Fledertierzelllinien, mit Vertretern der 
Familien der Pteropodidae (RoNi/7, Rousettus aegyptiacus; EidNi/41, Eidolon helvum; 
HypNi/1.1, Hypsignathus monstrosus; EpoNi/22.1, Epomops buettikoferi), Rhinolophidae 
(RhiNi/40B, Rhinolophus landeri) und Hipposideridae (HipEm/5, Hipposideros caffer), welche 
zusammen die Unterordnung der Yinpterochiroptera formen, sowie Vertretern der 
Phyllostomidae (CpKd, Carollia perspicillata), Vespertilionidae (PipNi/3, Pipistrellus 
pipistrellus; MyDauDa/46, Myotis daubentonii) und Molossidae (Tb 1 Lu, Tadarida 
brasiliensis), aus der Unterordnung der Yangochiroptera, waren für die ZEBOV-GP- (Kuhl et 




Abbildung 32: Empfänglichkeit verschiedener Fledertierzelllinien für die VSVpp-Infektion, 
vermittelt durch die Glykoproteine zoonotischer Filo- und Paramyxoviren. 
VSV-G- (rot), MARV-GP-  (dunkelgrün), ZEBOV-GP- (hellgrün) sowie NiV-F+G-tragende (blau) VSVpp 
wurden in BHK-21-Zellen hergestellt und zur Infektion von BHK-21, VeroE6 sowie den 
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Fledertierzelllinien RoNi/7 (Rousettus aegyptiacus), EidNi/41 (Eidolon helvum), HypNi/1.1 
(Hypsignathus monstrosus), EpoNi/22.1 (Epomops buettikoferi), RhiNi/40B (Rhinolophus landeri), 
HipEm/5 (Hipposideros caffer), CpKd (Carollia perspicillata), PipNi/3 (Pipistrellus pipistrellus), 
MyDauDa/46 (Myotis daubentonii) und Tb 1 Lu (Tadarida brasiliensis) verwendet. Die Infizierbarkeit 
der einzelnen Zelllinien ist durch die Veränderung der Luziferaseaktivität im Vergleich zu Pseudotypen 
ohne Glykoprotein (gelb) dargestellt. 
 
 
Die generelle Infizierbarkeit der Fledertierzelllinien war mit Ausnahme von RoNi/7- und 
EidNi/41-Zellen mit BHK-21- und VeroE6-Zellen vergleichbar und lag für VSV-G-tragende 
VSVpp bei einer ca. 200 (PipNi/3) bis 5.000-fachen Induktion der Luziferaseaktivität in 
Relation zum Hintergrundwert. Die Infektion von RoNi/7- und EidNi/41-Zellen durch VSV-G-
tragende VSVpp führte hingegen nur zu einem ca. 20 bis 30-fachen Anstieg der 
Luziferaseaktivität. Generell wurde festgestellt, dass VSVpp, welche mit VSV-G, MARV-GP 
oder NiV-F+G beladen waren, zu einer vergleichbaren Infektion von Fledertierzelllinien 
führten, während ZEBOV-GP-beladene VSVpp i.d.R. eine geringere Infektiösität aufwiesen. 
Eine Ausnahme bildeten HipEm/5-Zellen, bei denen die VSV-G-vermittelte VSVpp-Infektion 
deutlich erhöht war, sowie PipNi/3- und Tb 1 Lu-Zellen, bei denen die Infektion mit ZEBOV-
GP-beladenen VSVpp zu einer identischen Induktion der Luziferaseaktivität führte, wie mit 
VSV-G-, MARV-GP- bzw. NiV-F+G-beladenen VSVpp.  
 
 
5.4 Interaktion von fledertierassoziierten SARSr-CoV-S 
mit humanen und tierischen Zelllinien 
 
5.4.1 SARSr-CoV-S-vermittelte Infektion verschiedener humaner 
Zelllinien sowie Zellen unterschiedlicher Tierspezies. 
 
Bei der Übertragung zoonotischer Viren von einer Reservoir-Spezies auf den Menschen 
spielen oft Zwischenwirte, sogenannte intermediate oder auch amplifying hosts, eine 
bedeutende Rolle, da sie oftmals eine Adaptation der Viren an den Menschen ermöglichen. 
Zudem ist es bei Nutztieren oftmals der Fall, dass sie in einem viel engeren Kontakt zum 
Menschen stehen als das eigentliche Virus-Reservoir, zu dem sie selbst allerdings i.d.R. 
weitaus exponierter sind. Dies ermöglichte z.B. die Infektion von malaysischen Schweine- 
und australischen Pferdezüchtern mit den zoonotischen Henipaviren, NiV (Chua et al., 1999) 
bzw. HeV (Murray et al., 1995a; Murray et al., 1995b), sowie die Infektion von Personen auf 
chinesischen Märkten durch SARS-CoV (Guan et al., 2003b; Webster, 2004). 
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Es sollte daher überprüft werden, ob verschiedene humane Zelllinien oder Zelllinien von 
Nutzt- und Haustieren (welche oft in sehr nahem Kontakt zu Menschen stehen), für die 
Infektion durch SARSr-CoV empfänglich sind. Dazu wurden VSVpp hergestellt, welche 
entweder mit dem S-Protein des SARS-CoV oder einem der verschiedenen SARSr-CoV 
beladen waren und zur Inokulation von verschiedenen humanen Zelllinien sowie Zellen von 




Abbildung 33: Empfänglichkeit von verschiedenen humanen Zelllininien sowie Zellen von 
unterschiedlichen (Nutz- / Haus-) Tierspezies für die SARS- und SARSr-CoV-S-vermittelte 
VSVpp-Infektion. 
VSV-G- (rot), SSARS- (violett), SRp3- (blau), SBg08- (rosa) sowie SBB-99-04-tragende (grün) VSVpp wurden in 
BHK-21-Zellen hergestellt und zur Infektion von folgenden Zelllinien verwendet: BHK-21 (Hamster, 
nicht-permissiv für SARS-CoV, Negativ-Kontrolle), VeroE6 (Grüne Meerkatze, permissiv für SARS-
CoV, Positiv-Kontrolle), HeLa, HEK-293T, HBE, A549, Calu-3 (humane Zellen), MDCKII (Hund), NpTr, 
ST (Schwein), MDBK (Rind) und CLEC 213 (Huhn). Die Infizierbarkeit der einzelnen Zelllinien ist 




Wie in Abbildung 33 dargestellt ist, konnten von den getesteten humanen Zelllinien nur die 
HEK-293T-Zellen, eine Nierenepithelzelllinie, durch SSARS-tragende VSVpp in einem 
geringen Maße infiziert werden. Diese Beobachtung wurde bereits von anderen 
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Arbeitsgruppen beschrieben und basiert auf ihrer endogenen Expression von ACE2 (Gillim-
Ross et al., 2004; Temperton et al., 2005). Im Vergleich dazu konnte bei keiner humanen 
Lungenzelllinie eine SSARS-vermittelte VSVpp-Infektion detektiert werden, obwohl bekannt ist, 
dass A549-, ausdifferenzierte nHBE- und polarisierte Calu-3-Zellen zwar durch SARS-CoV 
infizierbar sind (Gillim-Ross et al., 2004; Tseng et al., 2005; Kumaki et al., 2008; Yoshikawa 
et al., 2009; Chan et al., 2011), aber zumindest zum Teil (A549-Zellen) keine virale 
Replikation zulassen (Gillim-Ross et al., 2004). Die Ursache hierfür könnte die Tatsache 
sein, dass in der angegebenen Literatur Infektionsversuche mit replikationsfähigem SARS-
CoV und ausdifferenzierten, bzw. polarisierten Zellkulturen durchgeführt wurden. Des 
Weiteren wurde festgestellt, dass weder MDCKII- (Hund), ST- (Schwein), MDBK- (Rind) oder 
CLEC 213-Zellen (Huhn) - als Beispiel für Tierspezies, welche als Nutz- (Schwein, Rind, 
Huhn) und / oder Haustiere (Hund) gehalten werden - für eine SSARS-vermittelte VSVpp-
Infektion empfänglich waren. Interessanterweise war die porzine NpTr-Zelllinie im Gegensatz 
zu den (ebenfalls porzinen) ST-Zellen für eine Infektion mit SSARS-beladenen VSVpp 
empfänglich. Es ist zwar bekannt, dass Schweine, welche experimentell mit SARS-CoV 
inokuliert wurden (Weingartl et al., 2004), sowie porzine Nierenzellen (Muller et al., 2012) 
durch SARS-CoV infizierbar sind; infizierte Schweine erkranken allerdings nicht und 
ermöglichen auch keine messbare Virusreplikation und / oder -freisetzung (Weingartl et al., 
2004). Für VSVpp, welche mit dem SRp3, SBg08 oder SBB-99-04 beladen  wurden, konnte bei 
keiner Zelllinie eine Infektion beobachtet werden, unabhängig davon, ob es sich um eine 
humane, canine, porzine, bovine oder aviäre Zelllinie handelte.  
 
 
5.4.2 Empfänglichkeit von Fledertierzelllinien für die Infektion 
durch Coronaviren 
 
5.4.2.1 Fähigkeit von SARSr-CoV-S-tragenden VSV-Pseudotypen zur Infektion 
von Fledertierzelllinien 
 
Nachdem bereits gezeigt worden ist, dass sämtliche getesteten humanen Zellen und 
Zelllinien von verschiedenen Nutz- bzw. Haustierspezies nicht durch SRp3, SBg08 bzw. 
SBB-99-04-beladenen VSVpp infiziert werden können (5.4.1), sollte nun die Empfänglichkeit von 
Fledertierzelllinien für die SARSr-CoV-S-vermittelte VSVpp-Infektion getestet werden.  
Fledertiere repräsentieren ein bedeutendes Reservoir für zoonotische Viren (Leroy et al., 
2005; Calisher et al., 2006; Towner et al., 2009; Banyard et al., 2011; Halpin et al., 2011; Shi, 
2013; Smith und Wang, 2013), bzw. solche Viren, für die nahe verwandte humanpathogene 
Vertreter existieren (Li et al., 2005a; Pfefferle et al., 2009b; Drexler et al., 2012a; Drexler et 
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al., 2012b; Tong et al., 2012; Annan et al., 2013; Drexler et al., 2013; Ithete et al., 2013). Die 
besondere Stellung von Fledertieren im Bezug auf virale Infektionen konnte auch im Verlauf 
dieser Arbeit belegt werden. So wurde gezeigt, dass Fledertierzelllinien durch verschiedene 
umhüllte RNS-Viren (5.1 und 5.2) sowie VSVpp infizierbar waren, welche mit dem 
Glykoprotein(en) von Vertretern der Filoviridae (MARV und ZEBOV) oder des Nipah-Virus 




Abbildung 34: Empfänglichkeit von Fledertierzelllinien für die VSVpp-Infektion, vermittelt durch 
die S-Proteine des SARS-CoV und der fledertierassoziierten SARSr-CoV. 
VSV-G- (rot), SSARS- (violett), SRp3- (blau), SBg08- (rosa) sowie SBB-99-04-tragende (grün) VSVpp wurden in 
BHK-21-Zellen hergestellt und zur Infektion von BHK-21- und VeroE6-Zellen, sowie den 
Fledertierzelllinien RoNi/7 (Rousettus aegyptiacus), EidNi/41 (Eidolon helvum), HypNi/1.1, HypLu/2 
(beide Hypsignathus monstrosus), EpoNi/22.1 (Epomops buettikoferi), RhiLu/1.1 (Rhinolophus 
alcyone), HipEm/5 (Hipposideros caffer), HipaLu/27 (Hipposideros abae), CpKd, CpLu (beide Carollia 
perspicillata), PipNi/3 (Pipistrellus pipistrellus), MyDauDa/46, MyDauLu/47 (beide Myotis daubentonii) 
und Tb 1 Lu (Tadarida brasiliensis) verwendet. Die Infizierbarkeit der einzelnen Zelllinien ist durch die 
Veränderung der Luziferaseaktivität im Vergleich zu VSVpp ohne Glykoprotein (gelb) dargestellt. 
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Zur Überprüfung der Empfänglichkeit von Fledertierzellen für die SARS- und SARSr-CoV-S-
vermittelte VSVpp-Infektion wurde eine Reihe von verschiedenen Fledertierzelllinien mit 
SSARS-, SRp3-, SBg08- oder SBB-99-04-beladenen VSVpp inokuliert und eine etwaige Infektion 
durch die Aktivität der VSVpp-kodierten fLuc detektiert. Bei der Auswahl der 
Fledertierzelllinien wurde Wert darauf gelegt, dass sie eine große Bandbreite an Spezies aus 
unterschiedlichen Familien der Ordnung Chiroptera repräsentierten, sowie aus 
verschiedenen Geweben stammen: Darm (Da), Embryo (Em), Lunge (Lu) oder Niere (Ni 
bzw. Kd). Dazu wurden aus der Famile der Pteropodidae Zelllinien der Spezies Rousettus 
aegyptiacus (RoNi/7), Eidolon helvum (EidNi/41), Hypsignathus monstrosus (HypNi/1.1 und 
HypLu/2) sowie Epomops buettikoferi (EpoNi/22.1) ausgewählt. Aus den Familen der 
Rhinolophidae und Hipposideridae (welche ebenfalls zur Unterfamilie Yinpterochiroptera 
zählen) wurden die Spezies Rhinolophus alcyone (RhiLu/1.1), Hipposideros caffer (HipEm/5) 
und Hipposideros abae (HipaLu/27) verwendet. Zusätzlich kamen auch Spezies aus der 
anderen Unterfamilie der Fledertiere, Yangochiroptera, zum Einsatz. Aus der Familie der 
Phyllostomidae wurde die Spezies Carollia perspicillata (CpKd und CpLu), aus der Familie 
der Vespertilionidae die Spezies Pipistrellus pipistrellus (PipNi/3) und Myotis daubentonii 
(MyDauDa/46 und MyDauLu/47), sowie aus der Familie der Mollosidae die Spezies Tadarida 
brasiliensis (Tb 1 Lu) verwendet. 
 
Wie in Abbildung 34 dargestellt, konnte keine der getesteten Fledertierzelllinien von SSARS-, 
SRp3-, SBg08- oder SBB-99-04-tragenden VSVpp infiziert werden, unabhängig von der Spezies 
oder dem Gewebe, aus denen sie hergestellt wurden. Die Tatsache, dass SSARS-beladene 
VSVpp fähig waren VeroE6-Zellen zu infizieren, beweist jedoch zumindest das 
Vorhandensein von SSARS-tragenden VSVpp. Im Gegensatz zu den S-Proteinen war das 
VSV-G (Positiv-Kontrolle) in der Lage, die Infektion sämtlicher Fledertierzelllinien durch 




5.4.2.2 Untersuchungen zum SARSr-CoV-S-vermittelten VSVpp-Eintritt in 
Fledertierzellinien von Hufeisennasen-Fledermäusen (als potenzielle 
Reservoirspezies). 
 
Wie bereits erwähnt wurden SARSr-CoV - wie auch die zu untersuchenden SARSr-CoV 
(Rp3, Bg08 und BB-99-04) - fast ausschließlich in Fledermäusen der Gattung der 
Hufeisennasen-Fledermäuse (Rhinolophus) detektiert (Lau et al., 2005; Li et al., 2005a; 
Poon et al., 2005; Muller et al., 2007; Pfefferle et al., 2009b; Drexler et al., 2010; Yuan et al., 
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2010; Gouilh et al., 2011) und nachdem im vorangegangenen Abschnitt gezeigt werden 
konnte, dass SSARS-, SRp3-, SBg08- bzw. SBB-99-04-beladene VSVpp nicht in der Lage waren 
Fledertierzellinien zu infizieren, welche aus diversen Spezies unterschiedlicher Fledertier-
Familien gewonnen wurden, sollte nachfolgend der Fokus auf die Interaktion der S-Proteine 
von SARSr-CoV mit Zelllinien aus Hufeisennasen-Fledermäusen gelegt werden. Dazu wurde 
die Fähigkeit der S-Proteine zur Vermittlung der VSVpp-Infektion von Fledermauszelllinien 
aus der Gattung Rhinolophus untersucht. Es wurden insgesamt Zellen von vier Spezies (Rh. 
alcyone, Rh. landeri, Rh. euryale und Rh. ferrumequinum) von zwei verschiedenen 





Abbildung 35: Empfänglichkeit von Fledermauszelllinien aus der Gattung Rhinolophus durch 
SARS- und SARSr-CoV-S-tragende VSVpp. 
VSV-G- (rot), SSARS- (violett), SRp3- (blau), SBg08- (rosa) sowie SBB-99-04-tragende (grün) VSVpp wurden in 
BHK-21-Zellen hergestellt und zur Infektion BHK-21- und VeroE6-Zellen, sowie von 
Fledermauszelllinien der Gattung Rhinolophus - Rh. alcyone (RhiBr/4p, RhiLu/1.1 und RhiNi/1.2), Rh. 
landeri (RhiNi/40B), Rh. euryale (RhiEuLu), Rh. ferrumequinum (RhiFLu/1 und RhiFLu/2) - verwendet. 
Die Infizierbarkeit der einzelnen Zelllinien ist durch die Veränderung der Luziferaseaktivität im 
Vergleich zu VSVpp ohne Glykoprotein (gelb) dargestellt. 
 
174  Ergebnisse 
Wie Abbildung 35 zeigt, konnten VSV-G-tragende VSVpp alle getesteten Zelllinien der 
Gattung Rhinolophus infizieren. Während RhiLu/1.1- und RhiNi/1.2-Zellen (beides Rh. 
alcyone), mit einer ca. 20 bis 50-fachen Induktion der Luziferaseaktivität über dem 
Hintergrundwert (VSVpp ohne Glykoprotein), eine generell geringere Infektionsrate im Bezug 
zu den Kontrollzelllinien BHK-21 (ca. 1.000-fach) und VeroE6 (ca. 500-fach) aufwiesen, 
erreichten alle anderen getesteten Rhinolophus-Zelllinien vergleichbare bzw. sogar leicht 
höhere (RhiNi/40B, Rh. landeri) Induktionswerte bezüglich die Luziferaseaktivität. Im 
Gegensatz dazu waren weder SSARS-, SRp3-, SBg08- noch SBB-99-04-tragende VSVpp in der 
Lage, Rhinolophus-Zelllinien zu infizieren. Die Tatsache, dass SARS-CoV-S-beladene 




5.5 Untersuchungen zur Interaktion der S-Proteine von 
SARSr-CoV mit bekannten CoV-Rezeptoren (sowie 
zwischen ausgewählten Coronaviren und 
Fledertierzelllinien). 
 
5.5.1 Interaktion der S-Proteine des SARS-CoV und TGEV mit 
ihren bekannten Rezeptoren beim Viruseintritt in 
Fledertierzelllinien. 
 
In den vorangegangenen Abschnitten wurde gezeigt, dass die getesteten Fledertierzelllinien 
sowohl durch verschiedene, replikationsfähige RNS-Viren (5.1 und 5.2) infizierbar sind, als 
auch durch VSVpp, welche mit den Glykoproteinen von zoonotischen Filo- und 
Paramyxoviren beladen wurden (5.3). Dies ist nicht verwunderlich, da für die bisher 
getesteten replikationsfähigen Viren bzw. die viralen Glykoproteine bekannt ist dass, sie mit 
einem (oder mehreren) Spezies-unabhängigen Rezeptormolekül(en) interagieren und / oder 
eine Vielzahl von verschiedenen Zellen infizieren können. So ist bekannt, dass FLUAV an 
Sialinsäuren binden, dass das (humane) RSV Nukleolin als Rezeptor verwendet (Tayyari et 
al., 2011) und Filoviren mit zellulären Lektinen (Alvarez et al., 2002) und zellulären 
Molekülen wie TIM-1 (Kondratowicz et al., 2011) interagieren können. Im Gegensatz dazu ist 
die Infektion durch Coronaviren sehr speziesspezifisch. So benutzen SARS-CoV aus dem 
Genus Betacoronavirus und HCoV-NL63, ein Vertreter des Genus Alphacoronavirus, das 
ACE2-Molekül als Rezeptor (Li et al., 2003; Hofmann et al., 2005; Jia et al., 2005; Hofmann 
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et al., 2006). TGEV, ein Krankheitserreger bei Schweinen, sowie HCoV-229E verwenden 
hingegen die Aminopeptidase N der jeweiligen Spezies (Delmas et al., 1992; Yeager et al., 
1992). Darüber hinaus konnte für das Maus-Hepatitis Virus (MHV) gezeigt werden, dass das 
Zelladhäsionsmolekül 1a aus der Familie des Carcinoembryonalantigens (CEACAM1a) für 
den Viruseintritt verwendet wird (Williams et al., 1991). 
Aus diesem Grund sollte geklärt werden, ob auch Vertreter der Virusfamilie der 
Coronaviridae in der Lage sind, Fledertierzelllinien zu infizieren. Für die Untersuchungen zur 
Infizierbarkeit von Fledertierzelllinien durch Coronaviren wurde einerseits TGEV als Prototyp-
Vertreter des Genus Alphacoronavirus, sowie SSARS-beladene VSVpp, als Beispiel für ein 
humanpathogenes Coronavirus mit zoonotischem Ursprung, verwendet. Bei diesem Versuch 
kamen RoNi/7- (Rousettus aegyptiacus), EpoNi/22.1- (Epomops buettikoferi), HypNi/1.1- 
(Hypsignathus monstrosus) und RhiLu/1.1- (Rhinolophus alcyone), CpLu- (Carollia 
perspicillata) und Tb 1 Lu-Zellen (Tadarida brasiliensis) zum Einsatz. Des Weiteren wurde 
sowohl die Infizierbarkeit von unbehandelten Fledertierzelllinien untersucht, als auch infolge 
einer in trans-Expression des jeweiligen Virusrezeptors - das hACE2 (SARS-CoV) bzw. die 
porzine (p) APN (TGEV). 
 
Abbildung 36: Empfänglichkeit von unbehandelten und hACE2-exprimierenden 
Fledertierzelllinien für die Infektion durch SSARS-tragende VSVpp. 
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Leervektor- ((-) hACE2) oder hACE2-transfizierte ((+) hACE2) RoNi/7- (Rousettus aegyptiacus), 
HypNi/1.1- (Hypsignathus monstrosus), EpoNi/22.1- (Epomops buettikoferi), RhiLu/1.1- (Rhinolophus 
alcyone), CpLu- (Carollia perspicillata) sowie Tb 1 Lu-Zellen (Tadarida brasiliensis) wurden mit SSARS-
tragenden VSVpp inokuliert. 24 Std. p.i. wurden die Zellen fixiert, eine Antikörperfärbung gegen 
hACE2 durchgeführt und die hACE2- (α-ACE2) sowie die GFP-Expression infolge einer Infektion 
durch VSVpp(SSARS) (VSVpp(SSARS)) fluoreszenzmikroskopisch ausgewertet (Vergrößerung 40x). 
 
 
Es konnte gezeigt werden, dass unbehandelte Fledertierzellinien sowohl durch SSARS-
tragende VSVpp (Abbildung 36, (-) ACE2 / VSVpp(SSARS)) als auch durch TGEV (Abbildung 
37, (-) pAPN / α-STGEV) nicht infizierbar waren, was durch die fehlende eGFP-Expression 
(VSVpp(SSARS)) bzw. die Abwesenheit einer positiven Antikörperfärbung gegen das TGEV-S 
gekennzeichnet war. Diese Ansätze wiesen zudem auch keine positive Antikörperfärbung 
gegen ACE2 (Abbildung 36, (-) ACE2 / α-ACE2) bzw. pAPN (Abbildung 37, (-) pAPN / α-
pAPN) auf.  
 
Abbildung 37: Empfänglichkeit von unbehandelten und pAPN-exprimierenden 
Fledertierzelllinien für die Infektion durch TGEV. 
Leervektor- ((-) pAPN) oder pAPN-transfizierte ((+) pAPN) RoNi/7- (Rousettus aegyptiacus), HypNi/1.1- 
(Hypsignathus monstrosus), EpoNi/22.1- (Epomops buettikoferi), RhiLu/1.1- (Rhinolophus alcyone), 
CpLu- (Carollia perspicillata) sowie Tb 1 Lu-Zellen (Tadarida brasiliensis) wurden mit 
replikationsfähigen TGEV inokuliert. 24 Std. p.i. wurden die Zellen fixiert, eine Antikörperfärbung 
gegen pAPN und TGEV-S (STGEV) durchgeführt und die pAPN-Expression (α-pAPN) sowie die Infektion 
durch TGEV (α-TGEV S) fluoreszenzmikroskopisch ausgewertet (Vergrößerung 40x).  
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Dass diese Restriktion, in Bezug auf die Infizierbarkeit von Fledertierzelllinien durch 
Coronaviren, auf das Nicht-Vorhandensein eines geeigneten Rezeptormoleküls beruhte, 
konnte dadurch gezeigt werden, dass SSARS-tragende VSVpp (Abbildung 36, (+) ACE2 / 
VSVpp(SSARS)) und TGEV (Abbildung 37, (+) pAPN / α-STGEV) die getesteten 
Fledertierzelllinien dann infizieren konnten, wenn vor der Infektion hACE2 (für VSVpp(SSARS); 
Abbildung 36, (+) ACE2 / α-ACE2) bzw. pAPN (für TGEV; (Abbildung 37, (+) pAPN / α-
pAPN) in trans exprimiert wurden. Zusätzlich wurde im Rahmen der Infektion durch 
VSVpp(SSARS) beobachtet, dass es nur in den HypNi/1.1-, EpoNi/22.1- und Tb 1 Lu-Zelllinien 
möglich war eine Infektion in Zellen zu detektieren, welche positiv für eine Antikörperfärbung 
gegen hACE2 waren. Überraschenderweise konnte eine solche Beobachtung für RoNi/7-, 
RhiLu/1.1- und CpLu-Zellen nicht gemacht werden. Für diese Zelllinien waren nur solche 
Zellen durch VSVpp(SSARS) infizierbar, bei denen eine sehr geringe bis nicht detektierbare 
Expression des hACE2 vorlag (Abbildung 36). Die Ursache für diese Beobachtung könnte 
möglicherweise in einer Herunterregulation des hACE2 infolge einer SSARS-Bindung 
(Glowacka et al., 2010) und / oder in veränderten (physiologischen) Eigenschaften von 
RoNi/7-, RhiLu/1.1- und CpLu-Zellen mit einer sehr hohen Expression des hACE2 liegen 
(Fähigkeit zur Endozytose, Signalkaskaden, etc.). Die Tatsache, dass Kontroll-Zellen (hier 
erfolgte eine Transfektion mit leerem Expressionsvektor anstelle von hACE2) keine 
VSVpp(SSARS)-Infektion aufwiesen belegt, dass die detektierte VSVpp(SSARS)-Infektion in 
hACE2-transfizierten RoNi/7-, RhiLu/1.1- und CpLu-Zellen in der Tat auf der Expression des 
humanen ACE2 beruht. 
Auch bei der Analyse der TGEV-Infektion bestanden Unterschiede: Während in den 
infizierten (pAPN-positiven) RoNi/7-, EpoNi/22.1-, RhiLu/1.1- und Tb 1 Lu-Zellen die 
Detektion des TGEV-S nur in eng begrenzten Bereichen innerhalb der Zelle möglich war, 
konnte in HypNi/1.1- und CpLu-Zellen mehr TGEV-S-Antigen nachgewiesen werden. 
Insbesondere bei den CpLu-Zellen war eine Detektion des TGEV-S in der gesamten Zelle 
möglich. 
 
Zusammenfassend zeigen diese Daten, dass für die getesteten Coronaviren, anders als für 
die zuvor getesteten replikationsfähigen Viren und mit Glykoprotein beladenen VSVpp, der 
Viruseintritt in unbehandelte Fledertierzelllinien aufgrund des Fehlens eines geeigneten 
Rezeptormoleküls nicht möglich ist (Hoffmann et al., 2013). 
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5.5.2 Analyse der Fähigkeit des SSARS bzw. S-Proteinen von 
SARSr-CoV zur Verwendung von Fledertier-ACE2 für den 
Viruseintritt.  
 
Durch die Beobachtung, dass TGEV sowie SSARS-beladene VSVpp in der Lage waren 
Fledertierzelllinien zu infizieren, wenn zuvor der jeweilige Rezeptor (pAPN bzw. hACE2) in 
trans exprimiert wurde (5.5), konnte gezeigt werden, dass die bisher beobachtete Unfähigkeit 
von SSARS-, SRp3-, SBg08- bzw. SBB-99-04-beladenen VSVpp zur Infektion von unbehandelten 
Fledertierzellen höchstwahrscheinlich auf dem Fehlen eines geeigneten Rezeptormoleküls 
beruht. Für SARS-CoV ist bereits bekannt, dass es neben hACE2 auch die ACE2-Moleküle 
von anderen Spezies, u.a. das Zibetkatzen- (Li et al., 2005b), Marderhund- (Xu et al., 2009), 
Schweine- (Hattermann et al., 2005), Maus- (Li et al., 2004a) sowie von einigen, aber nicht 
allen, Fledertierspezies (Ren et al., 2008; Hou et al., 2010a) für den Viruseintritt verwenden 
kann. Es konnte zudem gezeigt werden, dass die Aminosäuren von Position 40 bis 42 (FYQ 
bei hACE) eine wichtige Rolle bei der Interaktion des SSARS mit ACE2 und dadurch für den 
Wirtstropismus spielen (Yu et al., 2010). Aus diesem Grund sollte im weiteren Verlauf die 
direkte Interaktion des SSARS sowie S-Proteine der verschiedenen fledertierassoziierten 
SARSr-CoV (SRp3, SBg08 oder SBB-99-04) mit verschiedenen ACE2-Molekülen von 
Fledertierzelllinien untersucht werden. Dazu wurde die RNS von verschiedenen 
Fledertierzelllinien isoliert und durch RT-PCR versucht, das Gen für das jeweilige Spezies-
ACE2 zu isolieren. Die dafür verwendeten, degenerierten Primer wurden auf Basis der von 
Hou et al. publizierten Daten konstruiert (Hou et al., 2010a). 
 
Während dieser Arbeit gelang es, zwei verschiedene Fledertier-ACE2 aus permanenten 
Fledertierzelllinien zu klonieren, das Rhinolophus landeri-ACE2 (rlanACE2) aus der 
RhiNi/40B-Zellen und das Rhinolophus alcyone-ACE2 (ralcACE2) aus RhiLu/1.1-Zellen, 
welche beide aus afrikanischen Fledertierspezies gewonnen wurden. Bei beiden Spezies 
handelt es sich zudem um Vetreter der Gattung der Hufeisennasen-Fledermäuse 
(Rhinolophidae). SARSr-CoV wurden bis auf weinige Ausnahmen (Quan et al., 2010; Gouilh 
et al., 2011) fast ausschließlich in Spezies dieser Gattung nachgewiesen (Lau et al., 2005; 
Ren et al., 2006; Muller et al., 2007; Pfefferle et al., 2009b; Tong et al., 2009; Drexler et al., 
2010; Rihtaric et al., 2010; Yuan et al., 2010; Ge et al., 2013; Yang et al., 2013) und es 
wurde vor kurzer Zeit gezeigt, dass sie höchstwahrscheinlich das natürliche Reservoir für 
SARS- sowie SARSr-CoV darstellen (Ge et al., 2013; Wang und Hu, 2013). Zusätzlich dazu 
wurde noch das bereits beschriebene Rhinolophus pearsonii-ACE2 (rpACE2) mit 
einbezogen (Ren et al., 2008). 
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Die bioinformatische Analyse der während dieser Arbeit klonierten Fledertier-ACE2 
(rlanACE2 und ralcACE2) ergab, dass beide ACE2-Moleküle aus einer identischen Anzahl 
von Aminosäuren, im Vegleich zum hACE2 und rpACE2, bestehen sowie über ähnliche 
Charakteristika in Bezug auf die Positionen von Signalpeptid- und Transmembrandomänen-
spezifischen Regionen als auch das Vorhandensein von Motiven für post-translationale 
Modifikationen besitzen (Abbildung 38 A und B). So besitzen sämtliche untersuchten ACE2 
an ihrem N-Terminus (AS 1 bis 17) eine Signalpeptid-spezifische Aminosäureabfolge und 
nahe dem C-Terminus (AS 739 bis 762) einen stark hydrophoben Bereich, welcher typisch 
für eine Transmembrandomäne ist (Abbildung 38 B). Auch bei dem Vorhandensein von 
Motiven, welche für post-translationale Modifikationen verwendet werden können, konnte 
festgestellt werden, dass alle ACE2 über Motive für potenzielle N- bzw. O-Glykosylierungen, 
Phosphorylierungen und auch Azetylierungen besitzen, sich jedoch in der Anzahl dieser 
Motive mitunter deutlich unterscheiden (Abbildung 38 B). So fällt bei näherer Betrachtung 
des in dieser Arbeit klonierten rlanACE2 bzw. ralcACE2 auf, dass sie im Gegensatz zum 
hACE2 (6) und rpACE2 (5) über mehr Motive für potenzielle N-Glykosylierungsstellen (8) 
verfügen (Abbildung 38 B), welche unter Verwendung des Online-Tools NetNGlyc Version 
1.0 (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/) vorhergesagt wurden. Eine dieser 
(möglichen) zusätzlichen N-Glykosylierungsmotive ist relativ nahe am N-Terminus (AS 38 bis 
40, NLS) lokalisiert, wo sich noch drei weitere N-Glykosylierungsmotive befinden (AS 53 bis 
55, NIS; AS 82 bis 84, NFS; AS 90 bis 92, NDT), von denen zwei auch im hACE2 (AS 53 bis 
55, NIT; AS 90 bis 92, NLT) und rpACE2 (AS 53 bis 55, NIS; AS 90 bis 92, NST) 
vorkommen. Das hACE2 hat in dieser Region noch ein zusätzliches N-Glykosylierungsmotiv, 
welches in keinem der getesteten Fledertier-ACE2 vorkommt (AS 103 bis 105, NGS). Das 
rlanACE2 und das ralcACE2 haben am Asparagin an Position 546 (AS 546 bis 548, NST) 
zudem noch ein weiteres N-Glykosylierungsmotiv, das im hACE2 bzw. im rpACE2 zwar 
vorkommt, jedoch laut Vorhersage durch das Online-Tool NetNGlyc Version 1.0 nicht als N-
Glykosylierungsmotiv verwendet wird. Des Weiteren konnte festgestellt werden, dass alle 
untersuchten ACE2 über konservierte N-Glykosylierungsmotive an den Asparaginen an 
Position 432 (AS 432 bis 434, NET) und 690 (AS 690 bis 692, NVS bzw. NLS) verfügen. 
Interessanterweise fehlt bei den beiden selbst klonierten Fledertier-ACE2 das N-
Glykosylierungsmotiv des hACE2 und rpACE2 am Asparagin an Position 322 (AS 322 bis 
324; NMT). Stattdessen weisen sie kurz davor ein N-Glykosylierungsmotiv auf, welches 
diesmal beim hACE2 und rpACE2 fehlt (AS 299 bis 301; NQT). Eine schematische 
Darstellung zur Verteilung der N- und O-Glykosylierungsmotive über die verschiedenen 
ACE2 ist in Abbildung 38 A dargestellt. 
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Die größere Anzahl an Motiven für potenzielle N-Glykolysierungsstellen des rlanACE2 bzw. 
des ralcACE2 ist zudem eine Erklärung für die Unterschiede beim Nachweis der ACE2-
Expression in Zelllysaten (Abbildung 38 C) und an der Zelloberfläche (Abbildung 38 D) von 
transfizierten BHK-21-Zellen. Durch SDS-PAGE und Westernblot-Analyse konnte gezeigt 
werden, dass die selbst klonierten Fledertier-ACE2 (rlanACE2 und ralcACE2), wie auch das 
rpACE2 und das hACE2 exprimiert, und an die Zelloberfläche transportiert werden, 
unabhängig davon, ob sie mittels Hybrid-PCR noch zusätzlich mit einem C-terminalen eGFP 
verknüpft wurden (hACE2-eGFP, rp ACE2-eGFP, rlan ACE2-eGFP bzw. ralcACE2-eGFP). 
Außerdem konnten bei allen ACE2 sowohl eine monomere (weiße Pfeile) als auch eine 
dimere (schwarze Pfeile) Form detektiert werden, wobei bei den mit eGFP-fusionierten ACE2 
die dimere Form deutlich stärker ausgeprägt war. Bei diesen Konstrukten lagen sowohl in 
den Zelllysaten als auch an der Zelloberfläche identische Mengen vor (der Nachweis erfolgte 
hier mit einem Antikörper gegen eGFP, α-eGFP). Beim Nachweis mit einem polyklonalen 
Antikörper gegen das hACE2 wurden hingegen Unterschiede zwischen der Expressionstärke 
des hACE2 und der Fledertier-ACE2, sowohl im Zelllysat als auch an der Zelloberfläche 
bemerkt. Hier erschien es, als ob das hACE2 deutlich stärker als das rpACE2 im Zelllysat 
wie auch an der Zelloberfläche vorlag und das rpACE2 wiederum stärker als das rlanACE2 
bzw. ralcACE2 exprimiert wurde. Für die eGFP-gekoppelten ACE2 wurde hier festgestellt, 
dass an der Zelloberfläche alle Fledertier-ACE2 in etwa gleicher Konzentration vorlagen, 
insgesamt aber minimal schwächer als das hACE2-eGFP detektiert werden konnten. Im 
Zelllysat hingegen war dieser Unterschied nicht so stark ausgeprägt. Hier bleibt festzuhalten, 
dass der polyklonale Antikörper gegen das hACE2 zwar Kreuzreaktivität gegen die 
Fledertier-ACE2 besitzt, diese (wahrscheinlich) jedoch vergleichsweise weniger gut 
detektiert. 
 
Die phylogenetische Analyse der Aminosäuresequenzen der verschiedenen ACE2 
(Abbildung 38 E) ergab, dass sich die drei Fledertier-ACE2 (rpACE2, rlanACE2 und 
ralcACE2) deutlich von den ACE2-Molekülen des Menschen und der Zibetkatze abgrenzen, 
wobei die ACE2 der beiden afrikanischen Rhinolophus-Spezies - Rh. landeri (rlanACE2) und 
Rh. alcyone (ralcACE2) - gegenüber dem ACE2 der chinesischen Spezies (Rh. personii, 
rpACE2), wie zu erwarten war, einen deutlich näheren Verwandtschaftgrad aufwiesen. Im 
Vergleich dazu bilden das hACE2 (H. sapiens) und das ACE2-Molekül der Zibetkatze 
(Parguma larvata; P. larvata), welches zu Vergleichszwecken hinzugezogen wurde, eigene 
Äste im phylogenetischen Stammbaum, die sowohl von den Fledertier-ACE2 als auch 
voneinander abgegrenzt sind. Für eine detailierte Analyse der verschiedenen ACE2 in Bezug 
auf die Interaktion mit dem SSARS wurde der Konservierungsgrad der einzelnen Aminosäuren 
für die ACE2 aus der zuvor beschriebenen Verwandtschaftsanalyse berechnet (Abbildung 38 
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F). Dabei wurde besonderes Augenmerk auf solche Aminosäuren gelegt, welche im Falle 
des hACE2 bzw. des Zibetkatzen-ACE2 in Kontakt zum SSARS stehen oder sogar direkt 
interagieren. Für die Fledertier-ACE2 wurde bestimmt, welche dieser Aminosäuren entweder 
(i) über alle Spezies hinweg oder (ii) nur zum hACE2 und / oder Zibetkatzen-ACE2 
konserviert sind, (iii) spezifisch für die drei Rhinolophus-Spezies sind oder (iv) gar keine 
Konservierung aufwiesen. 
 
Von den 31 Aminosäuren, welche beim hACE2 bzw. Zibetkatzen-ACE2 im Kontakt zum 
SSARS stehen (Xu et al., 2009) sind neun Aminosäuren über alle Spezies hinweg konserviert 
(F32, N33, A36, L39, N330, K353, D355, F356 und R357), jedoch nur zwei, welche beim hACE2 direkt 
mit dem SSARS interagieren (N330 und K353). Für das rpACE2 bzw. rlanACE2 waren zudem 
noch jeweils vier Aminosäuren (rpACE2: T27, E35, L79 und Y83; rlanACE2: T27, Y41, Q42 und 
G354) sowohl zum hACE2 als auch zum Zibetkatzen-ACE2 konserviert, während es beim 
ralcACE2 nur drei (E35, Q42 und G354) waren. Zusätzlich wurde festgestellt, dass die 
Fledertier-ACE2 in den ausgewählten Bereichen deutlich näher zum hACE2, als zum 
Zibetkatzen-ACE2 konserviert waren.  
 
So waren sechs Aminosäuren in allen Fledertier-ACE2 zum hACE2 konserviert (D30, E37, L45, 
N90, T93 und V93), während es nur eine (S40) zum Zibetkatzen-ACE2 war. Das rpACE2 wies 
zudem noch drei weitere, zum hACE2 konservierte Aminosäuren auf (K31, H34 und D38). Die 
beiden ACE2 der afrikanischen Rhinolophus-Spezies (rlanACE2 und ralcACE2) besaßen mit 
dem Leucin an Position 24 (L24) noch eine Aminosäure, die speziell zum Zibetkatzen-ACE2 
konserviert war. Bei der Untersuchung der ACE2 auf Aminosäuren, welche Fledertier-
spezifisch konserviert waren, wurden neun Aminosäuren identifiziert, von denen zwei (E325 
und N329) in allen Fledertier-ACE2 vorkamen. Die Tatsache, dass zudem noch sechs 
Aminosäuren nur zwischen dem rlanACE2 und dem ralcACE2 konserviert waren (S34, N38, 
H79, N82, F83 und D91), unterstreicht die (schon zuvor beobachtete) nahe Verwandtschaft 
zwischen diesen beiden Fledertier-ACE2 (Abbildung 38 E). Im Gegensatz dazu besitzt das 
rpACE2 mit dem Histidin an Position 41 (H41) nur noch eine weitere fledertier-ACE2-
spezifische Aminosäure, die nur zu einem der afrikanischen Fledertier-ACE2 (ralcACE2) 
konserviert ist. Wie bereits zu Anfang dieses Unterpunktes erwähnt, ist es bekannt, dass das 
FYQ-Motiv des hACE2 von großer Bedeutung für die Interaktion mit dem S-Protein des 
SARS-CoV ist (Yu et al., 2010). Interessanterweise besitzt das rlanACE2 mit dem SYQ-Motiv 
(Aminosäuren 40 bis 42), die identische Aminosäureabfolge wie das Zibetkatzen-ACE2 in 
dieser Region, sowie zwei von drei Aminosäuren im Vergleich zum hACE2. 
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Abbildung 38: Klonierung, Expression und bioinformatische Analyse von Fledertier ACE2. 
Die Aminosäuresequenzen für die ACE2 des Menschen (Homo sapiens, hACE2) sowie der 
Fledermausspezies Rhinolophus (Rh.) pearsonii (rpACE), Rh. landeri (rlanACE2) und Rh. alcyone 
(ralcACE2) wurden miteinander auf Länge, das Vorhandensein von Signalpeptid-spezifischen 
Sequenzen und potenziellen post-translationalen Modifikationen hin untersucht (A und B). Des 
Weiteren wurden die jeweiligen Volllänge-ACE2 (hACE2, rpACE2, rlanACE2, ralcACE2), sowie Konstrukte, 
welche C-terminal mit einem eGFP fusioniert wurden (hACE2-eGFP, rpACE2-eGFP, rlanACE2-eGFP, ralcACE2-
eGFP) in BHK-21-Zellen exprimiert und mittels SDS-PAGE und Westernblot-Analyse auf das 
Vorhandensein im Zelllysat (C) sowie an der Zelloberfläche (D) hin untersucht (weiße Pfeile: 
Monomere, schwarze Pfeile: Dimere). Dabei wurden Antikörper verwendet, welche entweder gegen 
das ACE2 (α-ACE2) oder das eGFP (α-eGFP) gerichtet waren. Zusätzlich wurde mithilfe des Online-Tools 
Phyl.fr (http://www.phylogeny.fr/) eine phylogenetische Analyse (E) sowie die Konservierung (F) der 
Aminosäuresequenzen des humanen, der verschiedenen Fledertier- und des Zibetkatzen- (Paguma 
larvata, P. larvata) ACE2 untereinander durchgeführt. Bei der Untersuchung der Konservierung wurde 
Ergebnisse  183 
 
besonderes Augenmerk auf die Bereiche gelegt, welche mit dem SSARS interagieren (Xu et al., 2009). 
Die Aminosäuresequenz des hACE2 ist orange und die des Zibetkatzen-ACE2 blau hinterlegt. Für die 
Fledertier-ACE2 kennzeichnen grün-hinterlegte Buchstaben die AS, welche sowohl zum hACE2 als 
auch zum Zibetkatzen-ACE2 konserviert sind, während orange- und blau-hinterlegte Buchstaben die 
AS kennzeichnen, welche nur zum hACE2 (orange) bzw. Zibetkatzen-ACE2 (blau) konserviert sind. 
Gelb-hinterlegte Buchstaben markieren AS die innerhalb der Fledertier-ACE2 konserviert sind und 
weiß-hinterlegte Buchstaben deuten auf AS hin, die keine Konservierung aufweisen. Die oberen 
Zahlen repräsentieren die Position der AS. Die AS des hACE2, welche in direktem Kontakt mit dem 
SSARS stehen sind durch die untere Zahl mit der Anzahl der Interaktionen markiert.    
 
 
Es konnte zudem bereits von anderen Arbeitsgruppen gezeigt werden, dass einige 
(allerdings nicht alle) Fledertier-ACE2 effizient für den SSARS-vermittelten Viruseintritt genutzt 
werden können (Ren et al., 2008; Hou et al., 2010a). Für das in dieser Arbeit verwendete 
rpACE2 ist schon aufgeklärt worden dass dieses spezielle Fledertier-ACE2 nicht als 
Rezeptor für SARS-CoV dienen kann (Ren et al., 2008) und es sollte nun getestet werden, 
ob und falls ja, in welchem Ausmaße die Fledertier-ACE2 der afrikanischen Rhinolophus-
Spezies (rlanACE2 bzw. ralcACE2) mit dem SSARS, SRp3, SBg08 bzw. SBB-99-04 interagieren 
können. Dazu wurden BHK-21-Zellen, welche natürlicherweise nicht durch SARS-CoV 
infiziert werden können, mit Expressionsplasmiden für die unterschiedlichen ACE2 
transfiziert. Nach in trans-Expression des jeweiligen ACE2 wurden die Zellen mit VSVpp 
inokuliert, welche entweder mit dem SSARS oder dem S-Protein eines der drei zu 
untersuchenden SARSr-CoV (SRp3, SBg08 und SBB-99-04) beladen waren und eine mögliche 
Infektion durch die Bestimmung der Aktivität der VSVpp-kodierten fLuc detektiert. 
 
 
Abbildung 39: Interaktion von SSARS-, SRp3-, SBg08- bzw. SBB-99-04-tragenden VSVpp mit humanem 
und Fledermaus ACE2. 
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VSV-G-, MARV-GP-, SSARS-, SRp3-, SBg08- sowie SBB-99-04-tragende VSVpp wurden in BHK-21-Zellen 
hergestellt und zur Infektion von neuen BHK-21-Zellen verwendet, welche zuvor mit 
Expressionsplasmiden für humanes (hACE2, blau), Rh. pearsonii (rpACE2, orange), Rh. landeri (rlanACE2, 
grün) bzw. Rh. alcyone ACE2 (ralcACE2, violett) oder Leervektor (gelb) transfiziert wurden. VSVpp ohne 




Durch dieses Experiment konnte gezeigt werden, dass sowohl das rlanACE2 als auch das 
ralcACE2 eine SARS-CoV-S-vermittelte VSVpp-Infektion ermöglichten (Abbildung 39). Die 
Effizienz war dabei mit einem Faktor von ca. vier (ralcACE2) bis zehn (rlanACE2) nur etwas 
schlechter im Vergleich zum hACE2. Die in trans Expression des rpACE2 war wie erwartet 
nicht in der Lage, die Infektion von SARS-CoV-S-beladenen VSVpp zu ermöglichen. Im 
Gegensatz dazu konnte keines der getesteten ACE2 - weder hACE2 noch Fledertier-ACE2 - 
die Infektion durch VSVpp ermöglichen, welche entweder mit dem SRp3, SBg08 oder SBB-99-04 
beladen waren. Die Infektion von VSV-G- bzw. MARV-GP-beladenen VSVpp (ACE2-
unabhängige Infektion; Kontrollen) blieb unbeeinflusst von der ACE2-Expression. 
 
 
5.5.3 Analyse des SRp3, SBg08 und SBB-99-04 auf das Vorhandensein 
von sialinsäurebindenden Eigenschaften. 
 
Wie bereits beschrieben, fungiert humanes ACE2 als funktioneller Rezeptor für SARS-CoV 
(Li et al., 2003) und es ist bekannt, dass ACE2-Moleküle anderer Spezies effizient für den 
Viruseintritt genutzt werden können (Chen et al., 2008; Guo et al., 2008; Ren et al., 2008; Xu 
et al., 2009; Hou et al., 2010a), darunter auch einige (aber nicht alle) Fledertier-ACE2 (Ren 
et al., 2008; Hou et al., 2010a). Dies konnte auch während dieser Arbeit gezeigt werden 
(5.5.2). SSARS-beladene VSVpp waren in der Lage, BHK-21-Zellen zu infizieren, wenn diese 
zuvor mit Expressionsplasmiden für rlanACE2 oder ralcACE2 transfiziert wurden und dieses 
auf ihrer Oberfläche exprimierten (Abbildung 39). Im Gegensatz dazu konnten weder SRp3-, 
SBg08- noch SBB-99-04-beladene VSVpp BHK-21 infizieren, unabhängig davon, welches ACE2-
Molekül exprimimiert wurde.  
 
Neben dem SARS-CoV benutzt noch ein weiteres humanpathogenes Coronavirus das ACE2 
als Rezeptor, das HCoV-NL63, ein saisonaler Erreger von Erkältungen (Hofmann et al., 
2005; Jia et al., 2005; Hofmann et al., 2006). Andere bekannte Rezeptoren für Coronaviren 
sind u.a. die (humane bzw. porzine) Aminopeptidase N für das HCoV-229E (Yeager et al., 
1992) und TGEV (Delmas et al., 1992), DPP4 für das erst vor Kurzem beschriebene MERS-
CoV (Raj et al., 2013) oder CEACAM1a für MHV (Williams et al., 1991). Des Weiteren ist 
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bekannt, dass einige Coronaviren, wie TGEV und IBV, in der Lage sind (auch zusätzlich zu 
einem Proteinrezeptor, TGEV), mit den Sialinsäure-Molekülen auf der Zelloberfläche zu 
interagieren (Schultze et al., 1993; Schultze et al., 1995; Winter et al., 2006; Schwegmann-
Wessels et al., 2011). Auch das HCoV-OC43 sowie BCoV sind in der Lage, Zuckerstrukturen 
der Zellen für den Viruseintritt zu nutzen. Für beide Viren konnte gezeigt werden, dass sie 
mit 9-O-azetylierten N-Azetyl-Neuraminsäuren auf er Zelloberfläche interagieren (Vlasak et 
al., 1988b; Schultze et al., 1991a; Schultze und Herrler, 1992). Sie besitzen darüber hinaus 
ein Protein mit Azetylesterase-Aktivität (Hämagglutinin-Esterase, HE), welches die 
Rezeptordeterminanten zerstört und, analog zur Neuraminidase der FLUAV, für eine 
effiziente Virusausbreitung sorgt (Vlasak et al., 1988a). 
 
Virus Genus Rezeptor / (Interaktionspartner) 
HCoV-229E Alphacoronavirus APN 
HCoV-NL63 Alphacoronavirus ACE2 
TGEV Alphacoronavirus APN (Sialinsäuren) 
BCoV  Betacoronavirus Neu5,9Ac2 
MERS-CoV (HCoV-EMC) Betacoronavirus DPP4 
HCoV-OC43 Betacoronavirus Neu5,9Ac2 
MHV Betacoronavirus CEACAM1a 
SARS-CoV Betacoronavirus ACE2 
IBV Gammacoronavirus Sialinsäuren 
Tabelle 45: Übersicht über bekannte coronavirale Rezeptoren und Interaktionspartner. 
 
 
Zur Überprüfung, ob die S-Proteine der während dieser Arbeit untersuchten SARSr-CoV 
über die Fähigkeit zur Bindung an Sialinsäuren verfügen, wurde ein Hämadsorptionstest mit 
transfizierten CHO-K1-Zellen durchgeführt. 
 
Es konnte gezeigt werden, dass die (als Positiv-Kontrollen) verwendeten Glykoproteine mit 
bekannten sialinsäurebindenden Eigenschaften - FLUAV-HA bzw. MuV-HN - in der Lage 
waren, eine Bindung von Hühner-Erythrozyten an (das jeweilige Glykoprotein exprimierende) 
CHO-K1-Zellen zu vermitteln (Abbildung 40, schwarze Pfeile). Bei diesen Ansätzen konnten 
mehrere individuelle Zellen identifiziert werden, deren Oberfläche auch nach multiplen 
Waschschritten mit Hühner-Erythrozyten überzogen blieb (Abbildung 40, Bildausschnitte zu 
den Ansätzen FLUAV H5, FLUAV H9 und MuV HN). Im Gegensatz dazu konnte keine 
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Anheftung von Hühner-Erythrozyten an Zellen beobachtet werden, die SSARS, SRp3, SBg08 oder 
SBB-99-04 exprimierten. Dies lässt darauf schließen, dass die getesteten S-Proteine der 
SARSr-CoV, ebenso wie das SSARS nicht über die Fähigkeit verfügen, an Sialinsäuren 





Abbildung 40: Hämadsorptionstest zur Überprüfung auf vorhandene sialinsäurebindende 
Eigenschaften der S-Proteine von SARSr-CoV. 
CHO-K1-Zellen wurden mit Expressionsplasmiden für entweder das FLUAV-HA vom Stamm A/Viet 
Nam/1203/2004 (FLUAV H5) bzw. A/chicken/Emirates/R66/2002  (FLUAV H9) oder Mumpsvirus HN (MuV 
HN) als Positiv-Kontrollen, sowie SSARS (SARS S) bzw. eines der S-Proteine der drei untersuchten 
SARSr-CoV - SRp3 (Rp3 S), SBg08 (Bg08 S) oder SBB-99-04 (BB-99-04 S) - transfiziert und anschließend bei 4 
°C mit Hühner-Erythrozytenlösung inkubiert. Nicht-gebundene Erythrozyten wurden weggewaschen 
und die Fähigkeit der Glykoprotein-exprimierenden Zellen zur Bindung von Hühner-Erythrozyten 
lichtmikroskopisch ausgewertet. Zellen, welche mit leerem pCG1-Expressionsplasmid transfiziert 
wurden dienten bei diesem Experiment als Negativ-Kontrolle (pCG1). Für die Dokumentation der 
Fähigkeit der getesteten Glykoproteine zur Bindung von Hühner-Erythrozyten an CHO-K1-Zellen 
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5.6 Aktivierung des SBg08 durch zelluläre Proteasen 
 
Das SSARS ist für die Infektion von Zielzellen von höchster Bedeutung. Es vermittelt neben der 
Rezeptorbindung an ACE2 (Li et al., 2003; Wang et al., 2004) auch die Fusion der viralen 
und zellulären Membran, wodurch das virale Genom letztendlich in das Zytoplasma 
entlassen wird. Die Funktionen der Rezeptorbindung (S1) und Membranfusion (S2) sind 
beim SSARS auf zwei verschiedene Untereinheiten verteilt. 
Die Struktur des SSARS entspricht der anderer viraler Klasse-I Fusionsproteine, die meist 
dadurch gekennzeichnet sind, dass sie in einer inaktiven Form synthetisiert werden und für 
eine Umwandlung in eine Fusions-aktive Form einer (proteolytischen) Aktivierung bedürfen 
(Eckert und Kim, 2001; Hofmann und Pohlmann, 2004; Harrison, 2008). Im Falle des SSARS 
ist die proteolytische Aktivierung noch nicht komplett aufgeschlüsselt. Es konnte jedoch für 
Cathepsine - insbesondere Cathepsin-L - gezeigt werden, dass sie in der Lage sind, das 
SSARS zu aktivieren (Simmons et al., 2005; Belouzard et al., 2009).  Während die cathepsin-
abhängige Aktivierung des SSARS aufgrund der Notwendigkeit eines sauren Milieus nur in 
Endosomen möglich ist, konnte zudem gezeigt werden, dass weitere Proteasen wie Trypsin, 
die humanen trypsin-ähnliche Protease der Atemwege (human airway trypsin-like protease, 
HAT) oder die Typ-II transmembrane Serin-Protease (TMPRSS2) in der Lage sind, SSARS zu 
aktivieren, wodurch es zu einer Fusion direkt an der Plasmamembran (Matsuyama et al., 
2005; Watanabe et al., 2008; Matsuyama et al., 2010; Bertram et al., 2011; Simmons et al., 
2011) bzw. zu einer Zell-Zell-Fusion von SSARS-exprimierenden Zellen (Simmons et al., 2004; 




5.6.1 Proteolytische Spaltung des SBg08 durch die humane trypsin-
ähnliche Protease der Atemwege, HAT 
 
Für die Untersuchung zur proteolytischen Aktivierung der S-Proteine von SARSr-CoV durch 
zelluläre Proteasen wurde exemplarisch das SBg08 ausgewählt und seine Spaltbarkeit durch 
Co-Expression mit HAT im Vergleich zum SSARS untersucht. In Abbildung 41 ist ein 
schematischer Überblick über sowohl das SSARS als auch das SBg08 dargestellt, bei dem 
funktionelle Domänen und wichtige Spaltstellen für zelluläre Proteasen innerhalb des SSARS 
hervorgehoben und analog dazu auf das SBg08 übertragen wurden. 
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Abbildung 41: Schematische Übersicht über funktionelle Domänen des SSARS und den 
korrespondierenden Regionen im SBg08. 
Die S-Proteine des SARS-CoV (A) und des SARSr-CoV (Bg08) (B) bestehen aus 1.255 bzw. 1.259 
Aminosäuren (AS) und sind aus jeweils zwei Untereinheiten (S1 und S2, Abgrenzung an der 
gestrichelten Linie) aufgebaut. Für das SSARS ist gezeigt worden, dass die S1-Untereinheit über 
spezifische AS im rezeptorbindenden Motiv (RBM, hervorgehobene AS-Sequenz in der Box) - das wiederum in 
der rezeptorbindenden Domäne (RBD, gesamte AS-Sequenz in der Box) positioniert ist - mit dem Rezeptor 
(ACE2) interagiert, während die S2-Untereinheit ein putatives Fusionspeptid (Madu et al., 2009) 
enthält und für die Fusion verantwortlich ist. Die Aminosäurebereiche für das RBM bzw. die RBD des 
SBg08 wurden in Anlehnung an die jeweiligen Bereiche des SSARS festgelegt. Beide S-Proteine sind 
über eine Transmembrandomäne in die Virushülle eingebettet. Es ist bekannt, dass das SSARS via 
proteolytischer Spaltungen an den Argininen an Position 667 (R667) und 797 (R797) durch Trypsin 
(schwarzer Blitz) oder am Threonin an Position 678 (T678) durch Cathepsin-L (weißer Blitz) für die Fusion 
aktiviert werden kann (Markierung in Blitz-Form). Die korrespondierenden Arginine (R672 und R801) bzw. das 
Threonin (T682) des SBg08  wurden ebenfalls hervorgehoben. 
  
 
Es ist für das SSARS bekannt, dass es während des Viruseintritts in den Endosomen durch 
eine Cathepsin-L-abhängige Spaltung am Threonin an Position 678 (T678) aktiviert wird 
(Bosch et al., 2008). Darüber hinaus konnte gezeigt werden, dass es alternativ auch am 
Arginin an Position 667 (R667) - der Grenze zwischen der S1- und der S2-Untereinheit - durch 
Trypsin und HAT aktiviert werden kann (Belouzard et al., 2009; Kam et al., 2009; Bertram et 
al., 2011). Es ist zudem belegt worden, dass das SSARS durch Trypsin zusätzlich noch 
innerhalb der S2-Untereinheit, am Arginin an Position 797 (R797), gespalten werden kann und 
diese Spaltung von großer Bedeutung für die (Trypsin-abhängige) Zell-Zell-Fusion sowie der 
Fusion von SSARS-tragenden Pseudoviren an der Plasmamembran ist (Belouzard et al., 
2009).  
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Abbildung 42: Spaltung des SSARS und SBg08 durch die humane trypsin-ähnliche Protease der 
Atemwege (HAT). 
HEK-293T-Zellen wurden mit Leervektor (pCG1) SSARS-HA (SARS S) oder SBg08-HA (Bg08 S), sowie 
entweder leerem pCAGGS-Expressionsplasmid (Kontrolle) bzw. HAT-FLAG (HAT) co-transfiziert. 24 Std. 
p.t. wurden Zelllysate hergestellt, durch SDS-PAGE unter reduzierenden Bedingungen aufgetrennt 
und mittels Westernblot Technik auf eine Nitrozellulosemembran transferiert. Durch Antikörperfärbung 
wurden anschließend die ungespaltenen CoV-S (S0), die gespaltene S2-Untereinheit (S2)  als auch 
HAT-FLAG (HAT) nachgewiesen. Als Ladekontrolle wurde zusätzlich noch das zelluläre Protein ß-
Catenin (ß-Catenin) detektiert.  
 
 
Wie in Abbildung 42 zu erkennen ist, wurden sowohl das SSARS als auch das SBg08 
vergleichbar gut exprimiert und lagen bei Einzelexpression in HEK-293T-Zellen in der 
ungespaltenen S0-Form vor, welche ein Molekulargewicht von ca. 170 kDa besitzt (der 
Nachweis erfolgte in beiden Fällen immunologisch über ein C-terminal angefügtes HA-
Epitop). Im Gegensatz dazu resultierte eine Co-Expression des SSARS mit HAT (+ HAT) wie 
erwartet zu einer (vollständigen) Spaltung der S0-Form (Bertram et al., 2011). Dies ist 
gekennzeichnet durch das Verschwinden der Bande für die S0-Form und das Auftreten einer 
ca. 90 kDa großen Bande, welche die S2-Untereinheit des S-Proteins repräsentiert. Für das 
SBg08 führte eine Co-Expression mit HAT ebenfalls zu einer Spaltung des S-Proteins, bei der 
die S0-Form vollständig verschwand und stattdessen nur noch die S2-Untereinheit zu 
detektieren war. Es kann daher festgehalten werden, dass im Bezug auf die Spaltbarkeit des 
S-Proteins durch HAT kein Unterschied zwischen dem SSARS und dem exemplarisch 
ausgewählten SBg08 besteht.   
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5.6.2 Interaktion des SBg08 mit ACE2-Molekülen aus dem Menschen 
und Hufeisennasen-Fledermäusen im zellbasierten 
Fusionstest  
 
Die bisher gezeigten Daten belegen, dass Fledertierzelllinien zwar für eine Infektion durch 
eine Vielzahl an Viren empfänglich sind (Abschnitt 5.1, 5.2 und 5.3), Coronaviren und 
insbesondere SARSr-CoV jedoch eine Ausnahme bilden. Während TGEV und SSARS-
beladene VSVpp nach in trans Expression von pAPN bzw. hACE2 in der Lage waren 
Fledertierzellen zu infizieren (Abschnitt 5.5.1) und das SSARS sogar die ACE2-Moleküle von 
zwei afrikanischen Fledertierspezies für den Viruseintritt nutzen konnte (Abschnitt 5.5.2), war 
es bisher nicht möglich, eine SARSr-CoV-S-vermittelte Infektion von unterschiedlichen 
(Fledertier-) Zelllinien (Abschnitt 5.4.1 und 5.4.2) bzw. (Fledertier-) ACE2-exprimierenden 
BHK-21-Zellen (Abschnitt 5.5.2) zu beobachten. Die proteolytische Spaltung der S-Proteine 
von SARSr-CoV konnte hingegen exemplarisch für die Kombination aus SBg08 und HAT 
gezeigt werden (Abschnitt 5.6.1). 
 
 
Da die Anzahl fremder Glykoproteine innerhalb eines VSVpp-Partikels (im Vergleich zum 
VSV-G) oftmals sehr gering (Schnell et al., 1996; Kretzschmar et al., 1997) und damit für die 
S-Proteine der SARSr-CoV eventuell nicht ausreichend ist, um eine (möglicherweise) 
schwache Interaktion mit ACE2 zu vermitteln, wurde zusätzlich eine virus-freie Methode für 
die Analyse der funktionellen Aktivität der SARSr-CoV-S verwendet, der zellbasierte 
Fusionstest. Hierbei wird sowohl das ACE2-Molekül einer ausgewählten (Fledertier-) Spezies 
als auch ein coronavirales S-Protein in BHK-21-Zellen exprimiert. Der Test beruht auf der 
Annahme, dass die S-Proteine der SARSr-CoV, analog zum SSARS, durch Trypsin 
(vergleichbar zur Spaltung des SBg08 durch HAT, Abschnitt 5.6.1) proteolytisch aktiviert 
werden können und die Fusion von S-Protein-exprimierenden Zellen mit benachbarten 
Zellen bewirken, wenn diese ein geeignetes Rezeptormolekül exprimieren. Das Ergebnis der 
Zell-Zell-Fusion ist die Ausbildung von vielkernigen Riesenzellen, sogenannten Synzytien, 
was für SSARS bereits bekannt ist (Simmons et al., 2004; Sha et al., 2006; Watanabe et al., 
2008; Belouzard et al., 2009; Bertram et al., 2011; Simmons et al., 2011). 
Der zellbasierte Fusionstest bestätigte die Ergebnisse aus dem Experiment zur Infizierbarkeit 
von ACE2-exprimierenden BHK-21-Zellen durch SSARS-, SRp3-, SBg08- bzw. SBB-99-04-tragende 
VSVpp (Abschnitt 5.5.2, Abbildung 39). So konnte für das DsRed-markierte S-Protein des 
SARS-CoV (SSARS-DsRed) gezeigt werden, dass es sowohl mit dem hACE2-eGFP als auch 
den beiden ACE2-eGFPs der afrikanischen Rhinolophus-Spezies (rlanACE2 bzw. ralcACE2) 
interagieren kann (Abbildung 43), was durch die Bildung von Synzytien nach Trypsin-
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Aktivierung des SSARS-DsRed gezeigt ist (Abbildung 43, unten). Diese Synzytien waren 
sowohl positiv für ACE2 (grün) als auch SSARS-DsRed (rot). Die Kombination aus rpACE2-
eGFP und Trypsin-aktiviertem SSARS-DsRed führte hingegen nicht zur Bildung von Synzytien.  
 
 
Abbildung 43: Interaktion des SSARS-DsRed mit humanem und Fledertier-ACE2 im zellbasierten 
Fusionstest. 
BHK-21-Zellen wurden mit C-terminal Ds-Red-markiertem SSARS (SSARS-DsRed) und C-terminal eGFP-
markiertem humanem (hACE2-eGFP), Rh. pearsonii (rpACE2-eGFP), Rh. landeri (rlanACE2-eGFP) oder Rh. 
alcyone (ralcACE2-eGFP) co-transfiziert. Leervektor (pCG1) anstellen von ACE2 diente als Negativ-
Kontrolle. 24 Std. p.t. wurden die Zellen mit PBS gewaschen und für 4 Std. in Serum-freiem Medium (- 
Trypsin) oder Fusionsmedium (+ Trypsin) bei 37 °C und 5 % CO2 inkubiert. Anschließend wurden die 
Zellen mit FKS-haltigem Medium weiter inkubiert. Nach 24 Std. wurden die Zellen fixiert und 
fluoreszenzmikroskopisch auf das Vorhandensein von Synzytien hin untersucht (Vergrößerung 40x). 
 
 
Hier waren - wie auch bei den Ansätzen mit nicht-aktiviertem SSARS-DsRed (Abbildung 43, 
oben) - lediglich einzelne Zellen zu erkennen. Die Möglichkeit, dass sich nicht genügend 
SSARS-DsRed- sowie rpACE2-eGFP-exprimierende Zellen in unmittelbarer Nähe befanden 
konnte ausgeschlossen werden, da SSARS-DsRed-positive Zellen sowohl von nur rpACE2-
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eGFP-positiven als auch co-exprimierenden BHK-21-Zellen umgeben waren (Abbildung 43, 
unten). 
 
Abbildung 44: Interaktion des SBg08-DsRed mit humanem und Fledermaus ACE2 im 
zellbasierten Fusionstest. 
BHK-21-Zellen wurden mit C-terminal Ds-Red-markiertem SBg08 (SBg08-DsRed) und C-terminal eGFP-
markiertem humanem (hACE2-eGFP), Rh. pearsonii (rpACE2-eGFP), Rh. landeri (rlanACE2-eGFP) oder Rh. 
alcyone (ralcACE2-eGFP) co-transfiziert. Leervektor (pCG1) anstellen von ACE2 diente als Negativ-
Kontrolle. 24 Std. p.t. wurden die Zellen mit PBS gewaschen und für 4 Std. in Serum-freiem Medium (- 
Trypsin) oder Fusionsmedium (+ Trypsin) bei 37 °C und 5 % CO2 inkubiert. Anschließend wurden die 
Zellen mit FKS-haltigem Medium weiter inkubiert. Nach 24 Std. wurden die Zellen fixiert und 
fluoreszenzmikroskopisch auf das Vorhandensein von Synzytien hin untersucht (Vergrößerung 40x). 
 
 
Auch bei der Untersuchung des trypsin-aktivierten SBg08-DsRed im zellbasierten Fusionstest 
konnten die Ergebnisse aus dem VSVpp-Infektionsversuch bestätigt werden (Abschnitt 5.5.2, 
Abbildung 39). Trotz ausreichender Anzahl an ACE2-eGFP-positiven bzw. co-
exprimierenden BHK-21-Zellen in Nachbarschaft zu SBg08-DsRed-positiven Zellen konnte 
keine Synzytienbildung nach Trypsin-Behandlung detektiert werden, unabhängig davon, 
welches ACE2-Molekül zur Verfügung stand (Abbildung 44).  
 
Ergebnisse  193 
 
5.7 Charakterisierung der Funktionalität des SBg08 durch 
die Herstellung von S-Protein Chimären mit SSARS. 
 
Mit den bisher gezeigten Daten konnte belegt werden, dass das zur näheren Untersuchung 
exemplarisch ausgewählte SBg08 im Vergleich zum SSARS zwar ebenfalls durch HAT spaltbar 
ist (5.6.1), jedoch weder die Infektion von (Fledertier-) Zelllinien durch VSVpp ermöglicht 
(5.4.1 und 5.4.2), noch mit hACE2 oder Fledertier-ACE2 in Infektionsversuchen (5.5.2) bzw. 
dem zellbasierten Fusionstest (5.6.2) interagiert. Es sollte daher abschließend versucht 
werden, die fehlende funktionelle Aktivität der S-Proteine von den untersuchten SARSr-CoV 
(keine infektionsvermittelnden Eigenschaften im VSVpp-Kontext und keine Interaktion mit 
ACE2) auf bestimmte Domänen innerhalb des S-Proteins einzuschränken.  
Dafür wurde die Aminosäuresequenz des SBg08 anhand von konservierten Regionen 
(Abbildung 41), analog zum SSARS, in folgende funktionelle Domänen eingeteilt: Volllänge-S-
Protein (S), Ektodomäne (ED), S1-Untereinheit (S1) - mit dem rezeptorbindenden Motiv 
(RBM) innerhalb der rezeptorbindenden Domäne (RBD) - sowie die S2-Untereinheit (S2) mit 
der Transmembran- (TD) und der zytoplasmatischen Domäne (ZD). Zusätzlich wurden noch 
die Positionen der Arginine des SSARS, an deren Stelle zelluläre Proteasen es aktivieren 
können (R667 und R797), auf das SBg08 übertragen (R672 und R801).  
 
Mithilfe dieser Sequenzinformationen wurden chimäre S-Proteine zwischen dem SSARS und 
dem SBg08 konstruiert, bei denen jeweils funktionelle Bereiche ausgetauscht wurden, um so 
die funktionelle Aktivität des jeweiligen Abschnittes im Kontext des Partner-Proteins zu 
untersuchen. Dabei wurden zum einen die Ektodomänen auf die jeweils anderen 
Transmembran- und zytoplasmatischen Domänen gesetzt (SSARS(ED) bzw. SBg08(ED)). Des 
Weiteren wurden noch S-Protein Chimären hergestellt, bei denen der Wechsel an der 
Grenze zwischen der S1- und S2-Untereinheit (R667 beim SSARS bzw. R672 beim SBg08) erfolgte 
(SSARS(S1) bzw. SBg08(S1)) oder etwas in Richtung des C-Terminus - unmittelbar vor das 
putative Fusionspeptid (R797 beim SSARS (Madu et al., 2009) bzw. R801 beim SBg08) - 
verschoben wurde (SSARS (S1S2_R797) bzw. SBg08(S1S2_R801)). Abschließend wurden 
noch die Sequenzen für die rezeptorbindende Domäne (SSARS(RBD) bzw. SBg08(RBD)) bzw. 
nur für das rezeptorbindende Motiv (SSARS(RBM) bzw. SBg08 (RBM)) in den Kontext des 
jeweils anderen S-Proteins gesetzt. In Abbildung 45 ist ein Überblick über die chimären S-
Proteine dargestellt, bei denen sowohl der Anteil des SSARS (blau) als auch des SBg08 (grün) 
hervorgehoben wurde. Diese Konstrukte wurden im folgenden Verlauf für Infektionsversuche 
mit VSVpp und im zellbasierten Fusionstest verwendet. 
. 
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Abbildung 45: Übersicht der chimären S-Proteine aus SSARS und SBg08. 
Zur näheren Untersuchung der funktionellen Aktivität der S-Proteine von SARSr-CoV wurde 
exemplarisch das SBg08 (Bg08 S, grün) ausgewählt, um durch Hybridisierungs-PCR mit dem SSARS (SARS 
S, blau) verschiedene Chimären herzustellen. Neben den kompletten wildtyp S-Protein (wt) wurden 
Chimären mit ausgetauschten Ektodomänen (ED), einem Wechsel der kompletten S1- und Teilen der 
S2-Untereinheit bis zum putativen Fusionspeptid (S1S2_R797 bzw. S1S2_R801) oder nur der S1-
Untereinheit (S1), sowie den zur rezeptorbinden Domäne (RBD) bzw. des rezeptorbindenden Motivs 
(RBM) des SSARS korrespondierenden Sequenzen. 
 
 
Bei den Infektionsversuchen mit VSVpp, welche mit den unterschiedlichen S-Protein-
Chimären beladen waren konnte gezeigt werden, dass die Chimäre mit der ED des SSARS auf 
der TD und ZD des SBg08 (SSARS(ED)) immer noch in der Lage war, VeroE6-Zellen mit 
vergleichbarer Effektivität wie das Volllänge-SSARS zu infizieren. Die korrespondierende S-
Protein-Chimäre für das SBg08 (SBg08(ED)) konnte hingegegen (wie auch das Volllänge-SBg08 
keinen Viruseintritt der VSVpp in VeroE6-Zellen bewirken (Abbildung 46; VeroE6). Für die 
beiden Chimären mit dem Austausch an der Grenze zwischen der S1- und S2-Untereinheit 
(SSARS(S1) bzw. SBg08(S1)) konnte jeweils keine Infektion von VeroE6-Zellen durch VSVpp 
beobachtet werden. Auch für die SSARS-Chimären, die anstelle der eigenen RBD bzw. RBM 
die korrespondierenden Bereiche des SBg08 besaßen (SSARS(RBD) bzw. SSARS(RBM)), sowie 
den entsprechenden chimären S-Proteinen auf Basis des SBg08 (SBg08(RBD) bzw. 
SBg08(RBM)) konnten keine infektion-vermittelnden Fähigkeiten beobachtet werden, wenn 
diese in VSVpp eingebaut und für die Inokulation von VeroE6-Zellen verwendet wurden. 
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Abbildung 46: Infektion von BHK-21, VeroE6 und Fledertierzelllinien mit VSVpp, in welche S-
Protein-Chimären aus SSARS und SBg08 eingebaut wurden.  
VSV-G-, SSARS-, SSARS-(ED)-, SSARS-(S1S2_R797)-, SSARS-(S1)-, SSARS-(RBD)-, SSARS-(RBM)-, SBg08-, 
SBg08-(ED)-, SBg08-(S1S2_R801)-, SBg08-(S1)-, SBg08-(RBD)- bzw. SBg08-(RBM)-beladene VSVpp wurden 
in BHK-21-Zellen hergestellt und zur Inokulation von BHK-21- und VeroE6-Zellen, sowie 
verschiedenen Fledertierzelllinien aus der Gattung Rhinolophus - Rh. alcyone (RhiBr/4p, RhiLu/1.1 und 
RhiNi/1.2), Rh. landeri (RhiNi/40B), Rh. euryale (RhiEuLu), Rh. ferrumequinum (RhiFLu/1 und RhiFLu/2) - 
verwendet. Die Infizierbarkeit der einzelnen Zelllinien ist durch die Veränderung der Luziferaseaktivität 
im Vergleich zu VSVpp ohne Glykoprotein (pCG1) dargestellt. 
 
 
Interessanterweise war das chimäre S-Protein, bestehend aus der kompletten S1-
Untereinheit sowie dem Teil der S2-Untereinheit bis unmittelbar vor das putativen 
Fusionspeptid des SSARS und dem Abschnitt der S2-Untereinheit ab dem putativen 
Fusionspeptid des SBg08 (SSARS(S1S2_R797)) dazu fähig, die Infektion von VeroE6-Zellen 
durch VSVpp zu ermöglichen. Die Effizienz der SSARS-(S1S2_R797)-vermittelten VSVpp-
Infektion war zwar im Vergleich zum Volllänge-SSARS und der SSARS-(ED)-Chimäre um den 
Faktor von ca. 300 geringer. Dieses Ergebnis belegt, dass der Anteil des SBg08, welcher die 
Fusion von viraler und zellulärer Membran vermittelt, funktionell ist. Im Gegensatz dazu 
konnte die dazugehörige Chimäre, welche aus aus der kompletten S1-Untereinheit sowie 
dem Teil der S2-Untereinheit bis unmittelbar vor das putativen Fusionspeptid vom SBg08 und 
dem Abschnitt der S2-Untereinheit ab dem putativen Fusionspeptid des SSARS 
(SBg08(S1S2_R801)) zusammengesetzt wurde keine VSVpp-Infektion in VeroE6-Zellen 
vermitteln. Neben VeroE6-Zellen wurden zudem noch weitere Zelllinien auf die 
Empfänglichkeit für eine, durch die chimären S-Protein-vermittelte VSVpp-Infektion hin 
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untersucht. So konnten BHK-21-Zellen wie erwartet nur durch VSV-G-tragende VSVpp 
infiziert werden und nicht durch solche, welche mit den chimären S-Proteinen beladen waren 
(Abbildung 46; BHK-21). Auch für die getesteten Fledertier-Zelllinien, welche aufgrund der 
starken Verknüpfung von SARSr-CoV mit Hufeisennasen-Fledermäusen nur aus Zelllinien 
von Rhinolophus-Spezies bestanden, konnte keines der chimären S-Proteine die Infektion 
durch VSVpp ermöglichen (Abbildung 46, RhiBr/4p, RhiLu/1.1, RhiNi/1.2, RhiNi/40B, 
RhiEuLu, RhiFLu/1 bzw. RhiFLu/2). 
 
Die chimären S-Proteinen wurden zudem im zellbasierten Fusionstest untersucht, um die 
Interaktion mit den verschiedenen ACE2 in einer virus-freien, auf Überexpression 
basierenden Methode zu untersuchen. Dazu wurden die einzelnen S-Protein-Chimären - wie 
schon unter Abschnitt 5.6.2 (Abbildung 43 und Abbildung 44) für die Volllänge-S-Proteine 
beschrieben - mit hACE2 (Abbildung 47) bzw. den verschiedenen Fledertier-ACE2 (rpACE2, 
rlanACE2 bzw. ralcACE2; Tabelle 46) in BHK-21-Zellen co-exprimiert und die Ansätze nach 
Trypsin-Behandlung auf die Entstehung von Synzytien hin untersucht.  
Die Ergebnisse des zellbasierten Fusionstests mit hACE2 (Abbildung 47 und Tabelle 46) 
bestätigten die zuvor beobachteten Ergebnisse aus den Infektionsversuchen von VeroE6-
Zellen mit den S-Protein-Chimären-tragenden VSVpp (Abbildung 46; VeroE6). Nach Trypsin-
Behandlung kam es in den Ansätzen, welche mit hACE2 sowie dem Volllänge-SSARS 
(SSARS(wt)) bzw. der SSARS-(ED)-Chimäre co-transfiziert wurden zur Ausbildung von 
vergleichbar-großen Synzytien, mit durchschnittlich mehr als 19 Zellkernen (Tabelle 46).  
Die SSARS-(S1S2_R797)-Chimäre - bestehend aus der kompletten S1-Untereinheit sowie 
dem Teil der S2-Untereinheit bis unmittelbar vor das putativen Fusionspeptid vom SSARS und 
dem Abschnitt der S2-Untereinheit ab dem putativen Fusionspeptid des SBg08 - zeigte auch in 
diesem Test eine Interaktion mit hACE2. Die Inkubation mit trypsinhaltigem Medium führte 
bei Co-Expression von hACE2 mit dieser Chimären ebenfalls zur Ausbildung von Synzytien, 
welche allerdings mit durchschnittlich drei bis neun Zellkernen (Tabelle 46) deutlich kleiner 
als beim Volllänge-SSARS bzw. der SSARS-(ED)-Chimäre waren.  
 
Für die SSARS-(S1)-, SSARS-(RBD)- und SSARS-(RBM)-Chimären konnte nach Trypsin-
Behandlung keine Synzytienbildung beobachtet werden, was mit den Ergebnissen aus den 
vorangegangenen VSVpp-Infektionsversuchen (Abbildung 46; VeroE6) korreliert. Zudem 
traten wie erwartet bei sämtlichen Ansätzen, welche nicht mit trypsinhaltigem Medium 
inkubiert wurden ebenso keine Synzytien auf, wie bei allen Ansätzen, die (anstelle mit 
hACE2) mit leerem pCG1-Expressionsplasmid co-transfiziert wurden (Tabelle 46). Bei den 
S-Protein-Chimären, welche auf Basis des SBg08 konstruiert wurden, konnte ebenfalls keine 
Interaktion mit hACE2 beobachtet werden (Abbildung 47 und Tabelle 46). Die fehlende 
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Synzytien-Bildung nach Trypsin-Behandlung für die Kombination aus hACE2 und SBg08 bzw. 
den S-Chimären SBg08-(ED), SBg08-(S1S2_R801), SBg08-(S1), SBg08-(RBD) oder SBg08-(RBM) 
bestägte ebenfalls die Ergebnisse der VSVpp-Infektionsversuche. 
 
Nachdem die Interaktion der SSARS-(ED)- und SSARS-(S1S2_R797)-Chimären mit hACE2 
gezeigt werden, konnte wurden im Anschluss die Fledertier-ACE2 (rpACE2, rlanACE2 und 
ralcACE2) unter identischen Bedingungen getestet. Auch hier wurden die Ergebnisse aus 
den vorangegangenen Infektionsversuchen mit VSVpp (Abbildung 39 und Abbildung 46) 
sowie dem zellbasierten Fusionstest mit Volllänge-S-Proteinen (Abbildung 43 und Abbildung 
44) bestätigt:  
Während die Co-Expression von rpACE2 weder mit Volllänge-SSARS bzw. SBg08 noch mit den 
verschiedenen S-Chimären nach Trypsin-Behandlung zur Bildung von Synzytien führte, 
konnte im Gegensatz dazu die Enstehung von mehrkernigen Riesenzellen bei den Ansätzen 
beobachtet werden, welche mit SSARS, SSARS-(ED) bzw. SSARS-(S1S2_R797) und rlanACE2 
oder ralcACE2 co-transfiziert und nachfolgend durch Trypsin-Behandlung aktiviert wurden 
(Tabelle 46). Für beide afrikanischen Rhinolophus-ACE2 waren die Synzytien für das 
Volllänge-SSARS und die SSARS-(ED)-Chimäre nach Inkubation mit trypsinhaltigem Medium 
von gleicher Größe (rlanACE2: Durchschnittlich mehr als 19 Zellkerne; ralcACE2: 
Durchschnittlich 10 bis 19 Zellkerne), während die SSARS-(S1S2_R797)-Chimäre 
vergleichsweise kleinere Synzytien hervorrief (jeweils drei bis neun Zellkerne). Auch hier 
konnte weder in den Ansätzen mit dem Volllänge-SBg08 noch den dazugehörigen S-Protein-
Chimären (SBg08-(ED), SBg08-(S1S2_R801), SBg08-(S1), SBg08-(RBD) bzw. SBg08-(RBM)) die 
Enstehung von Synzytien detektiert werden (Abbildung 47 und Tabelle 46). Die fehlende 
Synzytien-Bildung nach Trypsin-Behandlung für die Kombination aus hACE2 und SBg08, 
SBg08-(ED), SBg08-(S1S2_R801), SBg08-(S1), SBg08-(RBD) oder SBg08-(RBM) bestägte zudem 
die Ergebnisse der VSVpp-Infektionsversuche. 
 
Zusätzlich wurde festgestellt, dass, anders als bei den VSVpp-Infektionsversuchen 
beobachtet (Abbildung 39), die Interaktion - gemessen an der Größe der Synzytien - des 
SSARS im zellbasierten Fusionstest mit dem rlanACE2 etwas besser war, als mit dem 
ralcACE2 (Tabelle 46). So waren die Synzytien in den Ansätzen mit den Kombinationen aus 
rlanACE2 und SSARS bzw. SSARS-(ED) im Durchschnitt doppelt so groß wie die dazugehörigen 
Ansätzen mit ralcACE2. 
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Abbildung 47: Interaktion der S-Chimären aus SSARS und SBg08 mit hACE2 im zellbasierten 
Fusionstest. 
BHK-21-Zellen wurden mit den Volllänge-Konstrukten (wt) oder den verschiedenen Chimären aus 
SSARS und SBg08 (ED, S1S2_R797 bzw. S1S2_R801, S1, RBD und RBM), sowie entweder C-terminal eGFP-
markiertem humanem (hACE2-eGFP), Rh. pearsonii (rpACE2-eGFP), Rh. landeri (rlanACE2-eGFP) oder Rh. 
alcyone ACE2 (ralcACE2-eGFP) co-transfiziert. Leervektor (pCG1) anstellen von ACE2 diente als Negativ-
Kontrolle. 24 Std. p.t. wurden die Zellen mit PBS gewaschen und für 4 Std. in Serum-freiem Medium (- 
Trypsin) oder Fusionsmedium (+ Trypsin) bei 37 °C und 5 % CO2 inkubiert. Anschließend wurden die 
Zellen mit FKS-haltigem Medium weiter inkubiert. Nach 24 Std. wurden die Zellen fixiert und 
fluoreszenzmikroskopisch auf das Vorhandensein von Synzytien hin untersucht (Vergrößerung 100x). 
 
Ergebnisse  199 
 
 Synzytienbildung nach Trypsinbehandlung 
pCG1 hACE2 rpACE2 rlanACE2 ralcACE2 
SSARS - +++ - +++ ++ 
SSARS-(ED) - +++ - +++ ++ 
SSARS-(S1S2_R797) - + - + + 
SSARS-(S1) - - - - - 
SSARS-(RBD) - - - - - 
SSARS-(RBM) - - - - - 
SBg08 - - - - - 
SBg08-(ED) - - - - - 
SBg08-(S1S2_R801) - - - - - 
SBg08-(S1) - - - - - 
SBg08-(RBD) - - - - - 
SBg08-(RBM) - - - - - 
Tabelle 46: Übersicht über den zellbasierten Fusionstest für die Interaktion von SSARS, SBg08 
sowie den verschiedenen S-Chimären mit humanem und Fledertier-ACE2. 
(Synzytiengröße: „-“ = keine Synzytien, „+“ = 3 - 9 Kerne, „++“ = 10 - 19 Kerne, „+++“ = >19 Kerne) 
 
 
5.8 Bioinformatische Analyse der SARSr-CoV-S 
 
Die in Abbildung 48 A und B dargestellten Ergebnisse der Verwandtschaftsanalyse für die 
SRp3-, SBg08- und SBB-99-04-Aminosäuresequenzen korrelierten mit der phylogenetischen - auf 
einer Teilsequenz der viralen Polymerase basierenden (Stephensen et al., 1999) - 
Einordnung der betreffenden Viren in das Genus Betacoronavirus. Die S-Proteine der 
verwendeten SARSr-CoV (SRp3, SBg08 und SBB-99-04) bilden ein distinktes Cluster zusammen 
mit den S-Protein-Sequenzen der verschiedenen SARS-CoV Isolaten (Fra1, Tor2 und BJ01), 
und auch mit den zu Vergleichszwecken hinzugezogenen S-Proteinen der kürzlich 
beschriebenen SARSr-CoV, welche mit ACE2 interagieren (Ge et al., 2013). Dieses Cluster 
ist klar von den Aminosäueresequenzen der S-Proteine anderer human- (HCoV-OC43 und 
MERS-CoV) bzw. tierpathogener (BCoV und MHV) Vertreter innerhalb des Genuses 
Betacoronavirus abgegrenzt. Wie in Abbildung 48 A dargestellt, unterscheidet sich das 
Cluster phylogenetisch deutlich von den ausgewählten Vertretern der drei weiteren Genera 
innerhalb der Coronavirinae, Alpha- (HCoV-229E, HCoV-NL63, FIPV, PEDV und TGEV), 
Gamma- (IBV und TCoV) und Deltacoronavirus (Bülbül-CoV HKU11).  
 
Bei genauerer Betrachtung der verwandtschaftlichen Beziehung zwischen den 
Aminosäuresequenzen für die Volllänge-S-Proteine der SARS-CoV-Isolate und der SARSr-
CoV (Abbildung 48 B) wurde festgestellt, dass die S-Proteine der SARSr-CoV, welche mit 
200  Ergebnisse 
ACE2 interagieren können (SRs3369, SRsSHC014 und SWIV1), eine deutlich engere 
phylogenetische Beziehung zu den SSARS der SARS-CoV-Isolate (Fra1, Tor2 und BJ01) 
aufweisen, als die in dieser Arbeit verwendeten SRp3, SBg08 und SBB-99-04. Während das in der 
chinesischen Hufeisennasen-Fledermaus (Rh. sinicus) detektierte SRp3 eine, auf Ebene der 
Aminosäuresequenz des Volllänge-S-Proteins relativ nahe Verwandtschaft zu den mit ACE2-
interagierenden Betacoronaviren besitzt, weisen die zwei S-Proteine, welche in bulgarischen 
Hufeisennasen-Fledermäusen detektiert wurden (SBg08, Rh. blasii; SBB-99-04, Rh. euryale) eine 
deutlich geringere verwandtschaftliche Nähe zu den S-Proteinen der SARS-CoV-Isolate auf 
und bilden ein eigenes Cluster. 
 
Um den generellen Konservierungsgrad zwischen den Aminosäuresequenzen für das SSARS 
und SRp3, SBg08 sowie SBB-99-04 im Bezug auf ausgewählte Regionen zu visualisieren, wurden 
die einzelnen S-Proteine mit dem PRALINE Online-Tool 
(http://www.ibi.vu.nl/programs/pralinewww/) analysiert. Dabei erfolgte zunächst ein Alignment 
der Aminosäuresequenzen und im Anschluss wurde für jede einzelne Aminosäureposition 
der Konservierungsgrad (angegeben in %) zwischen den zu untersuchenden S-Proteinen 
(SSARS, SRp3, SBg08 und SBB-99-04) berechnet. Die aus dieser Analyse erhobenen Daten für den 
Konservierungsgrad wurden abschließend gegen die Position der Aminosäuren geplottet 
(Abbildung 48 C) und zusätzlich in Bezug auf funktionelle Domänen (basierend auf 
vorhandenen Informationen für das SSARS) berechnet (Abbildung 48 D).  
Durch diese Form der Sequenzanalyse konnte gezeigt werden, dass die untersuchten S-
Proteine mit ca. 95,22 % einen höheren Konservierungsgrad innerhalb ihrer S2-
Untereinheiten aufwiesen. Dem gegenüber betrug der Konservierungsgrad innerhalb der S1-
Untereinheit, welche für die Rezeptorbindung verantwortlich ist, nur ca. 75,88 % und wies 
damit im Bezug auf das Volllänge-S-Protein (S0, ca. 84,82 %) eine deutlich geringere 
verwandschaftliche Beziehung zwischen dem SSARS und den in dieser Arbeit verwendeten 
SRp3, SBg08 und SBB-99-04 auf (Abbildung 48 D).  
 
Bei genauer Betrachtung der S1-Untereinheit konnte zudem gezeigt werden, dass 
besonders heterogene Regionen direkt am N-terminalen Bereich (möglicherweise dem 
Signalpeptid-spezifischen Sequenzbereich) des S-Proteins sowie innerhalb des zum RBD 
(ca. 76,86 %) bzw. RBM (ca. 55,21 %) des SSARS korrespondierenden Bereichs liegen. 
Insbesondere der zum RBM des SSARS korrespondierende Bereich (Abbildung 48 C, 
vergrößerter Ausschnitt) wies mit einem Konservierungsgrad von nur ca. 55,21 % die 
geringste verwandtschaftliche Beziehung zwischen den untersuchten S-Proteinen auf.  
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Abbildung 48: Bioinformatischer Vergleich der Aminosäuresequenzen der S-Proteine des 
SARS-CoV und der SARSr-CoV. 
Zur taxonomischen Einordnung der SRp3, SBg08, SBB-99-04 und der Bestimmung ihres 
Verwandtheitsgrades zu ausgewählten Vertretern der vier Genera (α, β, γ und δ) der Coronavirinae 
(A), sowie der taxonomischen Beziehung einzelner S-Proteine von SARSr-CoV zu den S-Proteinen 
von verschiedenen SARS-CoV-Isolaten (B), wurde anhand ihrer Aminosäuresequenz eine 
phylogenetische Analyse mit dem Online-Tool Phyl.fr (http://www.phylogeny.fr/) durchgeführt. 
Zusätzlich wurde die generelle Konservierung jeder einzelnen Aminosäure (AS) der verwendeten 
Volllänge-S-Proteine - SSARS, SRp3, SBg08 und SBB-99-04 - (C, oben) sowie nur die zur Aminosäuresequenz 
des rezeptorbindenden Motivs (RBM, roter Ausschnitt) vom SSARS homologen Bereiche (C, unten), 
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mithilfe des Online-Tools PRALINE (http://www.ibi.vu.nl /programs/pralinewww/) durchgeführt und auf 
der Grundlage dieser Daten der Konservierungsgrad von funktionellen Domänen berechnet (D). Des 
Weiteren wurde die verwandtschaftliche Beziehung zwischen den zum SSARS-RBM von drei SARS-
CoV-Isolaten (Fra1, Tor2 und BJ01) homologen Aminosäuresequenzbereichen der S-Proteine der 
untersuchten SARSr-CoV - SRp3, SBg08 und SBB-99-04 (Rp3, Bg08, BB-99-04) -, sowie der als Referenzen 
hinzugezogenen S-Proteine, der mit ACE2-interagierenden SARSr-CoV - SRsSHC014, SRs3367 und SWIV1 
(RsSHC014, Rs3367 und WIV1) - phylogenetisch  (unter Berücksichtigung ihrer bekannten 
Rezeptormoleküle) analysiert (E). Zur detailierten Analyse des Konservierungsgrades der 
Aminosäuren von sowohl den Volllänge-S-Proteinen (S0), als auch den zum RBM des SSARS 
homologen Bereichen (RBM), wurden die jeweiligen Aminosäurensequenzen in den einzelnen 
Kombinationen miteinander verglichen (F). 
 
 
Die Erstellung eines phylogenetischen Stammbaums für die Analyse der 
verwandtschaftlichen Beziehung zwischen den zum RBM des SSARS korrespondierenden 
Regionen der verschiedenen SARS-CoV-Isolate (Fra1, Tor2 und BJ01), der in dieser Arbeit 
verwendeten SARSr-CoV (Rp3, Bg08 und BB-99-04) sowie der als Referenzen 
herangezogenen SARSr-CoV (Rs3367, RsSHC014 und (WIV1) zeigte, dass die S-Proteine, 
welche mit humanem ACE2 interagieren können (SSARS der Isolate Fra1, Tor2 und BJ01, 
SRs33667, SRsSHC014 und SWIV1) zusammen clustern, während die S-Proteine der bulgarischen 
SARSr-CoV (SBg08 und SBB-99-04) sowie des chinesischen SARSr-CoV (SRp3) ein eigenes 
Cluster bilden (SBg08 und SBB-99-04) und / oder deutlich außerhalb des ersten Clusters stehen 
(Abbildung 48 E). 
 
Es konnte zudem die Beobachtung gemacht werden, dass das SRp3 in Bezug auf seinen, 
zum RBM des SSARS korrespondierenden Bereiches, einen weitaus geringeren 
Konservierungsgrad zu den S-Proteinen der SARS-CoV-Isolaten aufweist (34 %), als es das 
SBg08 und SBB-99-04 tun (48 % für das SBg08 bzw. 46 % für das SBB-99-04), obwohl der 
Konservierungsgrad des Volllänge-SRp3 zu den S-Proteinen der SARS-CoV-Isolate mit 79 % 
minimal höher ist (Abbildung 48 F). Das SBg08 und SBB-99-04 erreichen hier jeweils einen 
Konservierungsgrad von 75 %. Untereinander sind die S-Proteine der bulgarischen SARSr-
CoV zu 88 (Volllänge-S-Protein) bzw. 69 % (RBM) konserviert, während sie zum Volllänge-
S-Protein (75 bzw. 74 %) bzw. zur mutmaßlichen RBM-Region (29 bzw. 31 %) des SRp3 
ähnliche Werte aufweisen.  
Beim Vergleich der während dieser Arbeit untersuchten SRp3, SBg08 und SBB-99-04 mit den S-
Proteinen von SARSr-CoV, welche mit dem humanen ACE2 interagieren (SRs3367, SRsSHC0124 
und SWIV1), wurde festgestellt, dass das SRp3, SBg08 und SBB-99-04 für sich genommen jeweils 
identische (bezogen auf das Volllänge-S-Protein) bzw. sehr ähnliche (bezogen auf das 
mutmaßliche RBM) Konservierungsgrade zum SRs3367, SRsSHC104 bzw. SWIV1 aufweisen (75 - 
80 % für das Volllänge-S-Protein und 34 - 52 % für die mutmaßliche RBM-Region), wobei 
auch hier das SRp3 auf Ebene des Volllänge-S-Proteins näher zum SRs3367, SRsSHC014 und 
SWIV1 steht (jeweils 80 %), als das SBg08 und SBB-99-04 (jeweils 75 %). Das SBg08 und SBB-99-04 
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sind wiederum in Bezug auf die mutmaßliche RBM-Region (analog zum SSARS) deutlich 
stärker zum SRs3367, SRsSHC014 und SWIV1 konserviert (SBg08: 52 % zum SRsSHC014 bzw. 46 % 
zum SRs3367 und SWIV1; SBB-99-04: jeweils 45 % zum SRsSHC014, SRs3367 und SWIV1), als es das SRp3 
ist (34 % zum SRsSHC014 bzw. 36 % zum SRs3367 und SWIV1). 
 
Zusätzlich sei bei dieser Form der Analyse noch erwähnt, dass die S-Proteine der kürzlich 
beschriebenen, mit humanem ACE2-interagierenden SARSr-CoV (SRs3367, SRsSHC014 und 
SWIV1) zwar auf der Ebene des Volllänge-S-Proteins ähnliche Werte für ihre 
Konservierungsgrade zu den S-Proteinen der verschiedenen SARS-CoV-Isolate aufweisen 
(jeweils 90 % für das SRsSHC014 bzw. jeweils 92 % für das SRs3367 und SWIV1), sich im Bezug auf 
ihre mutmaßlichen RBM-Regionen jedoch gravierend unterscheiden. Obwohl das SRs3367, 
SRsSHC014 und SWIV1 mit humanem ACE2 interagieren, beträgt der Wert für den 
Konservierungsgrad zu den S-Proteinen der SARS-CoV-Isolate im Falle des SRs3367 und 
SWIV1 93%, während das  SRsSHC014 hier nur einen Konservierungsgrad von 54% besitzt. 
Darüber hinaus sind das SRs3367 und SWIV1 in diesem Bereich zu 100 % identisch. Gestützt 
auf diese Beobachtung lässt sich die Vermutung aufstellen, dass der Konservierungsgrad für 
die RBM-Region des SRsSHC014 (54 %) ziemlich nahe an dem Minimum für eine Interaktion mit 
humanem ACE2 liegt und / oder eine minimale Anzahl an konservierten Aminosäuren für 
eine, den viruseintritt-vermittelnde, Wechselwirkung enthält, was z.B. beim SBg08 (mit 48 % 
Konservierung in diesem Bereich) nicht mehr der Fall ist. 
 
Für eine genauere Analyse der Konservierung der einzelnen Aminosäuren des 
mutmaßlichen RBMs der S-Proteine von den zu untersuchenden SARSr-CoV wurden die 
enstsprechenden Bereiche des SRp3 (AS 428 bis 480), SBg08 (AS 429 bis 495) und SBB-99-04 
(AS 432 bis 498) mit dem RBM des SSARS (AS 424 bis 494), sowie zusätzlich den 
korrespondierenden Bereichen des SRs3367 (AS 425 bis 495) und SRsSHC014 (AS 425 bis 495) 
verglichen (Abbildung 49). Auf das SWIV1 wurde hier verzichtet, da es in diesem Bereich zum 
SRs3367 zu 100 % identisch ist. Dazu wurde für die ausgewählten Sequenzbereiche mit Hilfe 
des Online-Tools ClustalW2 (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/) zunächst ein 
Sequenzalignment erstellt und die Konservierung der einzelnen Aminosäure an jeder 
Position ermittelt. Die Nummerierung der einzelnen Aminosäuren erfolgte dabei nach dem 
Muster des SSARS. 
 
Während sämtliche in dieser Analyse verwendeten S-Proteine von SARSr-CoV an den 
flankierenden Regionen der zum RBM des SSARS korrespondierenden Bereichen, eine fast 
100 %ige Konservierung aufwiesen, war der innere Bereich sehr heterogen. So waren die 
ersten zwei Aminosäuren (Position 424 und 425) der einzelnen CoV-S Sequenzen noch 
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identisch (N,T), eine 100 %ige Konservierung wurde zusätzlich jedoch nur an den Positionen 
429 (D), 440 (Y), 441 (R), 444 (R), 447 (K), 450 (P), 453 (R), 454 (D), 456 (S), 473 (N), 478 
(L), 481 (Y), 483 (F) und 492 (Q) festgestellt. Unter den benannten Aminosäuren sind mit 
dem Tyrosin an Position 440 (Y440) und dem Asparagin an Position 473 (N473) zwei 
Aminosäuren, welche im SSARS direkt mit einer (Y440) bzw. zwei (N473) Aminosäuren des 
humanen ACE2-Moleküls interagieren. Zusätzlich dazu sind mit dem Leucin an Position 472 
(L472) zwischen dem SSARS sowie dem SBg08 und SBB-99-04, dem Tyrosin an Position 475 (T475) 
zwischen den mit ACE2 interagierenden coronaviralen S-Proteinen (SSARS, SRs3367 und 
SRsSHC014) und dem SBg08 und auch dem Glutamin an Position 488 (G488) zwischen sämtlichen 
S-Proteinen mit Ausnahme des SRp3 noch weitere Aminosäuren innerhalb der S-Proteine der 
bulgarischen SARSr-CoV (SBg08 und SBB-99-04) konserviert, welche beim SSARS direkt mit dem 
humanen ACE2 in Kontakt stehen. Im Falle des SRp3 sind mit den beiden Tyrosinen an 
Position 484 (Y484) und 491 (Y491) ebenfalls Aminosäuren zum SSARS und dem S-Protein 
eines, mit ACE2-interagierenden, SARSr-CoV (SRs3367) konserviert, welche beim SSARS für die 
Interaktion mit dem humanen ACE2 mitverantwortlich sind. 
 
Interessanterweise besitzen die beiden erst kürzlich beschriebenen und mit ACE2-
interagierenden SRs3367 und SRsSHC014 im ersten Viertel ihrer zur RBM  des SSARS 
korrespondierenden Region (AS 424 bis 439), eine Vielzahl an Aminosäuren (elf bzw. vier), 
die im Vergleich zum SSARS konserviert sind. Insbesondere das SRs3367 weist mit elf 
konservierten Aminosäuren die größte Identität zum SSARS auf, was auch durch die 
Stammbaumanalyse (Abbildung 48, E) und die Analyse des Konservierungsgrades des 
gesamten, zur RBM des SSARS korrespondierenden, Bereiches (Abbildung 48, F) belegt 
wurde. Im Gegensatz dazu besitzen das SRp3, SBg08 sowie SBB-99-04 in dieser Region einen nur 
sehr geringen Konservierungsgrad zum SSARS. Darüber hinaus lässt das Fehlen von vier 
(SBg08 und SBB-99-04) bzw. fünf (SRp3) Aminosäuren in diesem Bereich vermuten, dass hier eine 
mögliche Ursache für die ACE2-Interaktion des SRs3367 und SRsSHC014 liegt.   
 
Des Weiteren wurde bei dieser Sequenzanalyse festgestellt, dass die S-Proteine der beiden 
bulgarischen SARSr-CoV (SBg08 und SBB-99-04) individuelle Aminosäuren besitzen, die nur bei 
ihnen konserviert sind. Dazu gehören das Leucin (anstelle des Isoleucins im SSARS) an 
Position 428 (L428), die Phenylalanine an Position 438 (F438, statt Tyrosin) und 443 (F443, statt 
Leucin), das Isoleucin an Position 448 (I448, statt Leucin), das Glycin an Position 452 (G452, 
statt Glutaminsäure) sowie die beiden Serine an Position 463 und 480 (S463 bzw. S480, statt 
Asparaginsäure). Zusätzlich dazu existieren noch das Threonin an Position 484 (T484, statt 
Tyrosin), das Glutamin an Position 485 (Q485, statt Tyrosin), die beiden Serine an Position 
486 und 487 (S486 bzw. S487, jeweils statt Tyrosin) und das Phenylalanin an Position 491 
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(F491, statt Tyrosin). Diese, nur im SBg08 und SBB-99-04 konservierten Aminosäuren sind von 
besonderem Interesse, da beim SSARS, insbesondere im Bereich der RBM (AS 484 bis 491) 
eine Vielzahl an Interaktionen zum humanen ACE2 bestehen. 
 
 
Abbildung 49: Vergleich der Aminosäuresequenzen der zum RBM des SSARS 
korrespondierenden Bereiche für die S-Proteine der SARSr-CoV. 
Die Aminosäuren vor und nach (Kleinbuchstaben) sowie innerhalb (Großbuchstaben) des rezeptorbindenden 
Motivs des SSARS (Aminosäuren 424 bis 494) wurden mit den korrespondierenden Regionen der S-
Proteine der (in dieser Arbeit verwendeten) SARSr-CoV (SRp3, SBg08 und SBB-99-04) und den S-Proteinen 
der erst kürzlich identifizierten (mit ACE2-interagierenden) SARSr-CoV (SRsSHC014 und SRs3367) 
verglichen. Die Zahlen oberhalb der Grafik kennzeichnen die Position der jeweiligen AS im Bezug auf 
das SSARS, während die Zahlen im unteren Bereich die Anzahl der Interaktionen für die jeweilige AS 
des SSARS zum humanen ACE2 entsprechen. Die Konservierung der einzelnen AS ist wie folgt 
dargestellt: Dunkelgrün mit weißer Schrift = konserviert bei allen CoV-S; Grün mit schwarzer Schrift = 
konserviert bei 5 von 6 CoV-S; Hellgrün mit schwarzer Schrift = konserviert zwischen mindestens zwei 
CoV-S; Blau = spezifisch für die S-Proteine der bulgarischen SARSr-CoV; Rot = konserviert bei allen, 
mit ACE2-interagierenden CoV-S; Gelb = konserviert zwischen dem S-Protein eines mit ACE2-




Gesamtbetrachtet konnte zudem festgestellt werden, dass die S-Proteine der SARSr-CoV für 
die bisher noch keine Interaktion mit ACE2 gezeigt werden konnte (SRp3, SBg08 und SBB-99-04), 
ein deutlich geringerer Konservierungsgrad vorhanden war, was mitunter durch Lücken 
(sogenannte gaps) innerhalb des ausgewählten Bereichs begründet ist. Diese Unterschiede 
sind auch Grundlage der Struktur des „RBM-Stammbaums“ (Abbildung 48, E) und des 
unterschiedlichen Konservierungsgrades der gesamten, zur RBM des SSARS 
korrespondierenden Region (Abbildung 48, F). Insbesondere das SRp3 weist in der 
untersuchten Region große Unterschiede zu sämtlichen anderen (analysierten) 
coronaviralen S-Proteinen auf und ist trotz der geografischen Nähe zum Fundort des SRs3367 
bzw. SRsSHC014 ein Indiz für die große (Sequenz-) Vielfalt an SARSr-CoV. 
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Es ist bekannt, dass kleine Säugetiere wie Nager (Ordnung: Rodentia) und Fledertiere 
(Fledermäuse und Flughunde; Ordnung: Chiroptera) ein bedeutendes natürliches Reservoir 
für zoonotische Viren darstellen - d.h. Viren, welche von Tieren auf den Menschen 
übertragen werden können (Palmer et al., 1998; Krauss, 2004). Insbesondere für Fledertiere 
konnte gezeigt werden, dass sie eine große Vielfalt an Viren beherbergen, die eine nahe 
Verwandtschaft zu bekannten humanpathogenen Viren besitzen (Li et al., 2005a; Pfefferle et 
al., 2009b; Drexler et al., 2012a; Drexler et al., 2012b; Tong et al., 2012; Annan et al., 2013; 
Drexler et al., 2013; Ithete et al., 2013) und / oder in der Lage sind, die Speziesbarriere zu 
überwinden und nachfolgend, mitunter nach einer vorausgehenden Adaption in einem 
Zwischenwirt (intermediate host oder amplifying host), schwere Infektionen bei Menschen 
hervorrufen können (Leroy et al., 2005; Towner et al., 2009; Banyard et al., 2011; Halpin et 
al., 2011).  
 
Während es für Tollwutviren bereits seit langer Zeit bekannt ist, dass Fledertiere ein 
natürliches Reservoir darstellen und die Ursache von Infektionen des Menschen waren 
(Johnson, 1948; Malaga Alba, 1954; Sulkin und Greve, 1954; Quist et al., 1957), wurde der 
Beweis für eine Verbindung von Fledertieren zu anderen zoonotischen Viren erst innerhalb 
der letzten zwanzig Jahre erbracht. So wurde beispielsweise gezeigt, dass Flughunde vom 
Genus Pteropus das natürliche Reservoir für NiV und HeV, die Erreger von schweren 
Enzephalitiden bei Menschen in Südost-Asien (Malaysia, Bangladesch und Indien) und 
Australien sind (Young et al., 1996; Halpin et al., 2000; Field et al., 2001; Yob et al., 2001; 
Chua et al., 2002b). Auch für die Erreger von schweren hämorrhagischen Fiebern auf dem 
afrikanischen Kontinent - ausgelöst durch die Filoviren MARV und EBOV - konnte 
aufgedeckt werden, dass Flughunde das natürliche Reservoir sind und der direkte Kontakt 
zu ihnen oftmals den Ursprung von lokalen Ausbrüchen darstellte (Leroy et al., 2005; Towner 
et al., 2007; Towner et al., 2009). Als Beispiel für ein zoonotisches Virus aus Fledertieren, 
welches zu einer pandemischen Infektionskette führte, ist SARS-CoV anzusehen. 
Ausgehend von der chinesischen Guangdong-Region und begünstigt durch Faktoren wie 
seine Übertragung mittels Tröpfcheninfektion und den globalen Flugverkehr führte SARS-
CoV innerhalb weniger Monate in vielen Teilen der Erde zu schweren, oftmals tödlich 
verlaufenden (atypischen) Pneumonien (WHO, 2003g). Nachdem der Erreger als ein 
neuartiges Coronavirus identifiziert wurde (Drosten et al., 2003; Ksiazek et al., 2003; Peiris et 
al., 2003), konnte auch für SARS-CoV gezeigt werden, dass Fledertiere - und hier 
insbesondere Hufeisennasen-Fledermäuse (Genus: Rhinolophus) - sehr wahrscheinlich das 
natürliche Reservoir darstellen (Wang und Hu, 2013). 
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6.1 Studien zur generellen Empfänglichkeit von 
verschiedenen Fledertierzelllinien für die Infektion 
durch umhüllte RNS-Viren 
 
Fledertiere beherbergen augenscheinlich eine große Bandbreite an verschiedenen Viren, 
von denen einige bereits in der Lage waren - bzw. einige es möglicherweise in der Zukunft 
noch sein werden - den Menschen zu infizieren und schwere Krankheiten auszulösen. Es 
bestehen daher die Fragen, (i) warum eine solche Fülle an Viren mit Fledertieren assoziiert 
ist, (ii) Fledertiere trotz der oftmals hohen Pathogenität dieser Viren in anderen Spezies nicht 
erkranken und (iii) ob Fledertiere (bzw. ihre Zellen) eventuell besonders permissiv für eine 
virale Infektion sind? Da die Forschung im Bezug auf Fledertiere als das natürliche Reservoir 
von (zoonotischen) Viren hauptsächlich auf dem Nachweis von Viren in Fledertieren beruht, 
und bei einer möglichen Isolierung für diese Viren hauptsächlich die Infektion in humanen 
Zellen oder Zelllinien von z.B. Nagern, Hunden, Schweinen und Rindern getestet wird 
(Swanepoel et al., 1996; Middleton et al., 2002; de Wit et al., 2011; Muller et al., 2012), fehlt 
im Gegenzug ein Überblick über das Spektrum an humanen und veterinärmedizinisch-
relevanten Viren, welche in der Lage sind Zellen von Fledertieren zu infizieren. Dieser 
Aspekt ist nötig, um einen Hinweis darüber zu bekommen wie empfänglich Fledertiere für 
virale Infektionen sind und um in diesem Zusammenhang die Frage zu klären, ob in einer 
eventuell erhöhten Empfänglichkeit für virale Infektionen eine Ursache für die besondere 
Stellung von Fledertieren als natürliches Reservoir für die Vielzahl von Viren liegt? 
 
Um sich einen Überblick über die Infizierbarkeit von Fledertieren durch verschiedene Viren 
zu verschaffen, wurde eine Vielfalt an unterschiedlichen Fledertierzelllinien - bezogen auf die 
Spezies und das Ursprungsgewebe - mit verschiedenen RNS-Viren und mit VSV-
Pseudotypen inokuliert, um im Anschluss nachzuweisen, ob eine Infektion stattgefunden hat. 
In den hierzu durchgeführten Versuchen konnte gezeigt werden, dass Zelllinien von 
Fledertierspezies für eine Infektion durch eine große Anzahl an Viren permissiv sind 
(Hoffmann et al., 2013). Dabei war es von untergeordneter Bedeutung, aus welcher Gattung 
der Ordnung Chiroptera und aus welchem Ursprungsgewebe die Zellen stammten. Die 
Inokulation mit replikationsfähigen, umhüllten RNS-Viren - wie den Paramyxoviren BRSV 
und SeV, verschiedenen aviären und porzinen FLUAV-Stämmen sowie VSV - führte in allen 
getesteten Fledertierzelllinien zu einer deutlichen Infektion. Die große Menge an detektiertem 
Virus-Antigen (FLUAV) bzw. die Expressionsstärke eines viruskodierten, fluoreszierenden 
Proteins (BRSV(GFP), SeV(DsRed) und VSV(GFP)) deutet zudem darauf hin, dass nicht nur 
der Viruseintritt in Fledertierzellen gewährleistet wurde, sondern zudem auch eine 
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Replikation mit anschließender Infektion weiterer Zellen möglich war. Einige 
Fledertierzelllinien wie HypNi/1.1- (Hypsignathus monstrosus) und EpoNi/22.1- (Epomops 
buettikoferi) erwiesen sich hierbei als besonders empfänglich, während andere wie Tb 1 Lu-
Zellen (Tadarida brasiliensis) deutlich schlechter infizierbar waren. Ob diese Unterschiede 
zelllinien-spezifisch sind oder etwas über die generelle Infizierbarkeit der jeweiligen Spezies 
aussagen, bleibt weiter zu klären. Es muss jedoch beachtet werden, dass die Tb 1 Lu-Zellen 
eine Zelllinie mit hoher Passagenzahl (> 80) waren, während es sich bei allen anderen 
verwendeten Fledertierzelllinien um relativ „frische“ Kulturen handelte, die sich erst seit 
wenigen Passagen (sie wurden zwischen Passage 1 bis 3 bezogen) in Zellkultur befanden. 
Ein Teil der Zellen war spontan immortalisiert (CpKd und CpLu), bei den anderen wurde die 
Immortalisierung durch die Expression des T-Antigens von SV40 erreicht. Aufgrund der 
niedrigen Passagenzahl ist davon auszugehen, dass die Charakteristika dieser Zelllinien 
(Proteinexpression, Vorhandensein potenzieller Rezeptormoleküle, Protein-Trafficking, 
Stoffwechselaktivität, etc.) sehr nah an dem in vivo-Phänotyp des jeweiligen Zelltypus sind.  
 
Bei der Infizierbarkeit von Fledertierzelllinien durch verschiedene FLUAV-Stämme wurde 
gezeigt, dass die Infektion auch hier sialinsäure-abhängig ist, da nach einer Vorbehandlung 
der Zellen mit Neuraminidase die Infektion durch die aviären und porzinen FLUAV-Stämme 
verhindert bzw. deutlich reduziert wurde. Im Zusammenhang damit wurde belegt, dass auf 
der Zelloberfläche der verwendeten Fledertierzelllinien sowohl alpha-2,3- als auch alpha-2,6-
verknüpfte Sialinsäuren vorhanden sind. Besonders bei der MyDauDa/46-Zelllinie (Myotis 
daubentonii) war auffällig, dass hier beide Sialinsäure-Typen in großen Mengen vorkamen. 
Diese Beobachtung lässt darauf schließen, dass diese Zelllinie neben den aviären und 
porzinen FLUAV-Stämmen auch durch humane FLUAV-Stämme infizierbar sein sollte. Dies 
ist deswegen interessant, da seit Kurzem bekannt ist, dass südamerikanische Blattnasen-
Fledermäuse (Phyllostomidae: Sturnia lilium und Artibeus planirostris) eigene, 
phylogenetisch klar abgegrenzte, FLUAV beherbergen (H17N10 und H18N11) und man 
vermuten kann, dass diese Spezies ein natürliches Reservoir für bestimmte FLUAV-Stämme 
bilden (Tong et al., 2012; Tong et al., 2013). Auch wenn für diese FLUAV bisher noch keine 
Isolierung gelang und für ihr HA zudem noch keine Bindungsaffinität für Sialinsäuren (egal 
von welchem Typ) gezeigt werden konnte (Sun et al., 2013b; Zhu et al., 2013) muss davon 
ausgegangen werden, dass falls in Fledertieren ein FLUAV mit einer Bindungsaffinität zu 
Sialinsäuren vorkommt, dieses (aufgrund des Sialinsäuren-Expressionsmusters in 
Fledertierzelllinien) sehr wahrscheinlich sowohl an den aviären (alpha-2,3-verknüpfte 
Sialinsäuren) als auch den humanen Rezeptor (alpha-2,6-verknüpfte Sialinsäuren) binden 
kann. Es fehlen allerdings noch zusätzliche Daten zur Verteilung der Sialinsäuren im 
Lungen- und Darmepithel von Fledertieren, um die Wahrscheinlichkeit dieser Vermutung 
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auch in der in vivo-Situation zu überprüfen. Die Beobachtung, dass Fledertierzelllinien für 
eine Infektion durch FLUAV empfänglich sind, wurde parallel noch von einer weiteren 
Arbeitsgruppe gemacht. Diese Studie lieferte zudem Hinweise dafür, dass Fledertiere infolge 
einer Co-Infektion mit unterschiedlichen FLUAV-Stämmen die Bildung von Reassortanten 
zulassen (Dlugolenski et al., 2013). Diese Beobachtung ist von großer Bedeutung, da sie die 
Möglichkeit für die Entstehung von Reassortanten aus Fledertier-FLUAV und aviären bzw. 
humanen FLUAV aufzeigt. Ein solches FLUAV könnte beispielsweise aufgrund des 
genetischen Hintergrundes eines Fledertier-FLUAV und eines HA-Gensegments von einem 
humanen FLUAV die Befähigung erwerben, an alpha-2,6-verknüpfte Sialinsäuren zu binden 
und eine Infektion in Menschen hervorrufen. Je nachdem, ob eine prä-existierende Immunität 
gegen ein solches Virus besteht, könnte ein derartiges Virus sogar pandemisches Potenzial 
aufweisen. Dieses Szenario setzt allerdings voraus, dass es zuvor und auch anschließend 
zu Kontakten zwischen Fledertieren und dem Menschen bzw. einem geeigneten 
Zwischenwirt (z.B. Schweinen) kommt. Ein solcher Verlauf, bei dem ein fledertierassoziiertes 
Virus über einen Zwischenwirt auf den Menschen übertragen wurde und dort zu schweren 
Infektionen führte, war in der Vergangenheit z.B. bei der Übertragung des HeV und NiV 
gegeben, bei denen Pferde (HeV) und Schweine (NiV) als Zwischenwirte fungierten (Selvey 
et al., 1995; O'Sullivan et al., 1997; Chua et al., 1999; Goh et al., 2000). 
 
Zusätzlich wurde in dieser Arbeit gezeigt, dass auch die Inokulation von Fledertierzelllinien 
mit VSV-Pseudotypen, welche zuvor mit dem (den) Oberflächenprotein(en) des MARV, des 
ZEBOV oder des NiV beladen wurden zu einer effizienten Infektion führte. Hierbei war 
auffällig, dass VSV-Pseudotypen, die mit dem MARV-GP oder dem NiV-F und -G beladen 
waren, meist zu einer vergleichbaren I(im Falle der HypNi/1.1-Zellen sogar zu einer leicht 
höheren) nfektion der Fledertierzellen führten. Hingegen konnte das ZEBOV-GP - 
insbesondere im Vergleich zum GP des nahe verwandten MARV - oftmals nur eine deutlich 
schwächere Infektion der VSV-Pseudotypen vermitteln. Diese Beobachtung ist ein weiterer 
Beleg für die Tatsache, dass die beiden Genera der Filoviren (Ebolavirus und Marburgvirus) 
trotz ihrer phylogenetischen Nähe, teils deutliche Unterschiede - hier im Bezug auf den 
Viruseintritt - aufweisen (Bhattacharyya et al., 2011; Gnirss et al., 2012). Insgesamt ist zu 
bemerken, dass die effiziente Infektion der VSV-Pseudotypen, vermittelt durch das MARV-
GP, ZEBOV-GP bzw. NIV-F und -G, nicht überraschend war. Bereits in eigenen Arbeiten 
(Kuhl et al., 2011b; Hoffmann et al., 2013) bzw. in Arbeiten anderer Arbeitsgruppen 
(Middleton et al., 2007; Crameri et al., 2009; Krahling et al., 2010) wurde gezeigt (bzw. gab 
es Hinweise dafür), dass Filoviren sowie NiV in der Lage sind, Zelllinien von einigen 
Fledertierspezies zu infizieren. Dieses Wissen konnte durch die Ergebnisse aus dieser Arbeit 
nun noch auf weitere Fledertierspezies ausgeweitet werden und zudem gezeigt werden, 
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dass nicht nur (lokale) Spezies, welche bereits positiv auf das Vorhandensein von viralen 
Nukleinsäuren oder neutralisierenden Antikörpern getestet wurden, für eine Infektion durch 
MARV, ZEBOV und NiV empfänglich sind, sondern zudem auch solche Spezies, deren 
Verbreitung nicht mit dem Vorkommen der Viren korreliert (Kuhl et al., 2011b; Hoffmann et 
al., 2013). Dies war für die CpLu- und Tb 1 Lu-Zelllinien, welche aus den südamerikanischen 
Spezies Carollia perspicillata bzw. Tadarida brasiliensis stammen, sowie auch für die aus 
den europäischen Spezies hergestellten, PipNi/3- (Pipistrellus pipistrellus) und MyDauDa/46-
Zelllinien (Myotis daubentonii) der Fall. Im Gegensatz dazu waren VSV-Pseudotypen, welche 
das S-Protein des SARS-CoV bzw. verschiedener SARSr-CoV trugen, nicht in der Lage, 
unbehandelte Fledertierzelllinien zu infizieren. Auch die Inokulation mit replikationsfähigem 
TGEV führte bei unbehandelten Fledertierzellen nicht zu einer Infektion. 
 
Insgesamt wurde aus diesen Ergebnissen der Schluss gezogen, dass Fledertierzelllinien 
eine generelle Empfänglichkeit für ein breites Spektrum an umhüllten RNS-Viren der 
Paramyxo-, Filo-, Rhabdo- und Orthomyxoviridae besitzen, nicht jedoch für Coronaviren. 
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6.2 Die Restriktion von Fledertierzelllinien für eine 
Infektion durch Coronaviren (TGEV und SARS-CoV) 
beruht einzig auf dem Fehlen eines geeigneten 
Rezeptormoleküls 
 
Nachdem gezeigt werden konnte, dass Coronaviren im Gegensatz zu allen anderen 
getesteten RNS-Viren nicht in der Lage waren, unbehandelte Fledertierzelllinien zu 
infizieren, ging es nachfolgend darum, die Ursache hierfür zu klären. 
Bei Coronaviren handelt sich i.d.R. um sehr wirtsspezifische Viren, deren S-Protein für die 
Infektion von herausragender Bedeutung ist, da es sowohl für die Anheftung an ein zelluläres 
Rezeptormolekül auf der Zelloberfläche von Wirtszellen als auch für die Vermittlung der 
Fusion von viraler und zellulärer Membran verantwortlich ist (Nash und Buchmeier, 1996; 
Gallagher und Buchmeier, 2001; Bosch et al., 2003; Xiao et al., 2003). So benutzt TGEV bei 
der Infektion pAPN als Rezeptormolekül (Delmas et al., 1992) während für das S-Protein des 
SARS-CoV gezeigt wurde, dass es an das humane ACE2 bindet und dieser Vorgang eine 
effiziente Infektion ermöglicht (Li et al., 2003).  
 
Um zu klären, ob die Unfähigkeit des TGEV bzw. der SSARS-tragenden VSV-Pseudotypen zur 
Infektion von unbehandelten Fledertierzelllinien auf dem Fehlen eines geeigneten 
Rezeptormoleküls beruht, wurden ausgewählte Fledertierzelllinien vor der Inokulation mit 
TGEV oder VSVpp(SSARS) mit Expressionsplasmiden für die porzine APN (TGEV) bzw. für 
das humane ACE2 (VSVpp(SSARS)) transfiziert und so das jeweilige Protein in den Zellen in 
trans exprimiert. Bei der Auswahl der Fledertierzelllinien wurde einerseits darauf geachtet, 
dass sie in vorangegangenen Versuchen bereits durch andere Viren infizierbar waren und 
dass sie zudem mit einer ausreichenden Effizienz (mind. 10 %) transfiziert werden konnten - 
was durch die Transfektion mit dem pEGFP-C1-Expressionsvektor und anschließender 
Detektion der eGFP-Expression mittels Fluoreszenzmikroskopie getestet wurde. Durch die in 
trans-Expression der porzinen APN bzw. des humanen ACE2 wurde eine anschließende 
Infektion von Fledertierzelllinien durch TGEV bzw. VSVpp(SSARS) erreicht und damit der 
Beweis erbracht, dass die Abwesenheit eines geeigneten Rezeptormoleküls in 
unbehandelten Fledertierzellen die Ursache für die zuvor beobachtete Unfähigkeit dieser 
Viren war, eine Infektion durchzuführen. Des Weiteren konnte für die Kombination aus 
humanem ACE2 und VSVpp(SSARS) in HypNi/1.1-, EpoNi/22.1- und Tb 1 Lu-Zellen 
beobachtet werden, dass nur solche Zellen durch VSVpp(SSARS) infizierbar waren, welche 
beim immunologischen Nachweis eine starke hACE2-Expression aufwiesen. Für die 
Zelllinien RoNi/7, RhiLu/1.1 und CpLu war eine solche Beobachtung hingegen nicht möglich. 
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Hier waren Zellen, die eine stark-positive Antikörperfärbung für das humane ACE2 aufwiesen 
i.d.R. nicht durch VSVpp(SSARS) infizierbar, sondern vielmehr solche Zellen, bei denen nur 
eine sehr geringe bis nicht detektierbare Expression des humanen ACE2 vorlag. Im 
Vergleich dazu wiesen Kontroll-Zellen, die mit leerem Expressionsvektor anstelle von 
humanem ACE2 transfiziert wurden, keine VSVpp(SSARS)-Infektion auf, womit gezeigt wurde, 
dass die Infektion in der Tat auf der - wenn auch in manchen Zellen nicht detektierbaren - 
Expression des humanen ACE2 beruht. Es ist bekannt, dass es infolge einer Infektion durch 
SARS-CoV zu einer Herunterregulation des ACE2 an der Zelloberfläche kommt, was auf der 
Aktivität der zellulären Metalloprotease ADAM17 (auch tumor necrosis factor-alpha-
converting enzyme, TACE, genannt) beruht. Diese Protease vollzieht eine proteolytische 
Spaltung N-terminal vom Membrananker des ACE2, wodurch dieses in den extrazellulären 
Raum abgegeben (shedding) wird (Lambert et al., 2005; Iwata et al., 2009; Jia et al., 2009). 
Die Arbeitsgruppe von S. Pöhlmann konnte darüber hinaus zweigen, dass bereits die 
Bindung des SSARS zum shedding des ACE2 führt (Glowacka et al., 2010), was eine 
Erklärung für die in dieser Arbeit gemachte Beobachtung bei einigen Fledertierzelllinien 
liefert. Zudem besteht auch die Möglichkeit, dass eine starke (Über-) Expression des 
humanen ACE2 von manchen Fledertierzelllinien (HypNi/1.1, EpoNi/22.1 und Tb 1 Lu) 
toleriert wird, während sie in anderen Fledertierzelllinien (RoNi/7, RhiLu/1.1 und CpLu) 
möglicherweise die Eigenschaften der Zellen - Fähigkeit zur Endozytose, Signalkaskaden, 
etc. - so verändert, dass keine nachfolgende Infektion mehr möglich ist. Hier können 
vielmehr solche Zellen infiziert werden, welche nur geringe Mengen des humanen ACE2 
exprimieren, was zwar keine anschließende Detektion erlaubt aber dadurch wahrscheinlich 
die Charakteristika der Zelle nicht bzw. nur wenig beeinflusst. 
Da bei der Kombination aus porziner APN und replikationsfähigem TGEV für die Detektion 
des Rezeptormoleküls und des TGEV-S in beiden Fällen Antikörper verwendet werden 
mussten, welche in Mäusen produziert wurden, war eine Co-Färbung und somit die 
Beobachtung eines ähnlichen Effektes nicht möglich. Allerdings wurde auch hier nur in 
solchen Ansätzen eine TGEV-Infektion beobachtet, welche zuvor mit einem 
Expressionsvektor für die porzine APN transfiziert wurden. Für die intrazelluläre Lokalisation 
des TGEV-S bestanden allerdings deutliche Unterschiede zwischen den getesteten 
Fledertierzelllinien. Während in antigen-positiven RoNi/7-, EpoNi/22.1-, RhiLu/1.1- und Tb 1 
Lu-Zellen die Detektion des TGEV-S nur in eng begrenzten Bereichen der Zelle, welche von 
ihrer Struktur her mit dem Golgi-Apparat sowie assoziierten Kompartimenten (z.B. ERGIC) 
der Zelle korrelierten, möglich war, konnte in HypNi/1.1- und vor allem in CpLu-Zellen 
deutlich mehr TGEV-S nachgewiesen werden. Dies könnte darauf hinweisen, dass TGEV 
diese Zelllinien besonders gut infizieren bzw. in diesen Zellen verstärkt replizieren kann, was 
mit der Beobachtung übereinstimmt, dass beispielsweise pAPN-transfizierte CpLu-Zellen 
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nach der Infektion mit TGEV verstärkt zytopathogene Effekte aufwiesen (z.B. ein 
gesteigertes Ablösen dieser Zellen gegenüber pAPN-transfizierten, nicht-infizierten Zellen 
sowie die Beobachtung von vielen apoptotischen Zellen während der 
fluoreszenzmikroskopischen Auswertung). Neben diesen Beobachtungen gibt es zudem 
Hinweise dafür, dass TGEV-infizierte Fledertierzellen auch in der Lage sind, infektiöse 
Viruspartikel zu produzieren (nicht-gezeigte eigene Daten und Beobachtungen von A.-T. 
Rüdiger). Ob die Produktion neuer TGEV-Partikel mit der Menge an detektiertem TGEV-S-
Antigen aus dem zuvor beschriebenen Experimenten korreliert, bleibt jedoch noch zu 
untersuchen. 
 
Diese Ergebnisse belegen, dass die beobachtete Restriktion im Bezug auf die Infektion von 
Fledertierzellen durch Coronaviren einzig durch die Abwesenheit eines geeigneten 
Rezeptormoleküls gegeben ist. Wenn es einem Coronavirus allerdings gelungen ist den 
Viruseintritt zu vollziehen, ist eine nachfolgende Replikation prinzipiell möglich.  
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6.3 Die S-Proteine der getesteten SARSr-CoV sind nicht 
in der Lage, die Infektion von Säugetierzelllinien 
durch VSVpp zu vermitteln und besitzen darüber 
hinaus keine sialinsäurebindenden Eigenschaften 
 
Bei der Suche nach dem natürlichen Reservoir des SARS-CoV wurde zunächst eine Reihe 
von verschiedenen Tierspezies wie der Marderhund (Nyctereutes procyonoides), der 
chinesische Sonnendachs (Melogale moschata) und die Zibetkatze (Paguma larvata) als 
möglicher Ursprung für die Infektion des Menschen angesehen (Guan et al., 2003b; Wang et 
al., 2006). Es konnte jedoch gezeigt werden, dass diese Tiere infolge einer Infektion mit 
SARS-CoV ebenfalls erkrankten (Wu et al., 2005). Erst durch die Beprobung weiterer 
Tierspezies auf Tiermärkten und in der freien Natur konnte festgestellt werden, dass 
verschiedene Fledertierspezies (hauptsächlich vom Genus Rhinolophus) offensichtlich das 
natürliche Reservoir des SARS-CoV darstellen. So wurden in ihnen sowohl Nukleinsäuren 
von SARSr-CoV als auch Antikörper detektiert, die spezifisch gegen SARS-CoV gerichtet 
waren (Lau et al., 2005; Ren et al., 2006; Tang et al., 2006; Hou et al., 2010b; Yuan et al., 
2010; Yang et al., 2013). Zusätzlich dazu wurden auch in anderen Teilen der Erde 
Fledertiere beprobt, mit dem Ergebnis, dass SARSr-CoV ebenfalls in afrikanischen und 
europäischen Fledertierspezies, hauptsächlich Hufeisennasen-Fledermäusen, vorhanden 
sind (Pfefferle et al., 2009b; Drexler et al., 2010; Quan et al., 2010; Rihtaric et al., 2010; Falcon et al., 2011; 
Balboni et al., 2012; Lelli et al., 2013). Allerdings war es trotz ihrer Entdeckung lange Zeit nicht 
möglich ein solches SARSr-CoV zu isolieren und zu charakterisieren. Erst vor Kurzem 
gelang es einer chinesischen Arbeitsgruppe ein SARSr-CoV erfolgreich aus einer 
chinesischen Hufeisennasen-Fledermaus (Rhinolophus sinicus) zu isolieren, das zudem in 
der Lage ist mit den ACE2-Molekülen von verschiedenen Spezies (Mensch, Zibetkatze, 
Hufeisennasen-Fledermaus) zu interagieren und dessen RBD eine deutlich größere 
phylogenetische Verwandtschaft zum SSARS aufweist als die S-Proteine sämtlicher zuvor 
identifizierten SARSr-CoV (Ge et al., 2013). Des Weiteren identifizierte diese Arbeitsgruppe 
aus derselben Spezies noch zwei weitere SARSr-CoV, deren S-Proteine ebenfalls mit ACE2 
interagieren können, jedoch gelang hier keine Isolierung (Ge et al., 2013). Diese Arbeiten 
zeigen, dass eine Isolierung von SARSr-CoV augenscheinlich sehr schwierig ist. Ob diese 
Tatsache auf (i) die Qualität des Probenmaterials (meist Kotproben oder Rachentupfer), (ii) 
der biologischen Aktivität (ist die Fähigkeit zur Replikation gegeben oder handelt es sich um 
inaktives/„totes“ Virus) der detektierten SARSr-CoV und / oder (iii) dem Fehlen von 
essentiellen Interaktionspartnern in den zur Isolierung ausgewählten Zellsystemen beruht, 
konnte bislang nicht geklärt werden. Während es für die ersten beiden Punkte kaum möglich 
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ist, ihre Relevanz zu überprüfen, kann man zumindest bei der Suche nach zellulären 
Interaktionspartnern verschiedene Techniken anwenden, die es erlauben, zumindest 
einzelne Viruskomponenten zu charakterisieren. 
 
Der erste Schritt einer erfolgreichen Virusinfektion ist der Viruseintritt, der zunächst auf dem 
Vorhandensein eines geeigneten Rezeptormoleküls für die Anheftung beruht, woran sich 
nachfolgend die Aufnahme des Viruspartikels ins Innere der Zelle anschließt. Bei umhüllten 
RNS-Viren muss hierbei noch eine Fusion von viraler und zellulärer Membran erfolgen damit 
das virale Genom ins Zytoplasma entlassen werden kann. Aus diesem Grund ist es zunächst 
notwendig zu erfahren, ob die S-Proteine von SARSr-CoV prinzipiell in der Lage sind eine 
Infektion zu vermitteln. Aus diesem Grund wurden VSV-Pseudotypen hergestellt, welche mit 
den S-Proteinen von verschiedenen SARSr-CoV beladen wurden. Hierbei handelte es sich 
zum einen um das S-Protein des SARSr-CoV (Rp3), welches in einer chinesischen 
Hufeisennasen-Fledermaus (Rh. sinicus) detektiert wurde (SRp3), sowie zusätzlich um zwei 
S-Proteine, die in bulgarischen Hufeisennasen-Fledermäusen (Rh. blasii bzw. Rh. euryale) 
gefunden wurden (SBg08 bzw. SBB-99-04)). Die dazugehörigen SARSr-CoV erhielten die 
Bezeichnung SARSr-CoV (Bg08) bzw. SARSr-CoV (BB-99-04).  
Bei der anfänglichen Inokulation von verschiedenen humanen Zelllinien (HeLa, HEK-293T, 
HBE, A549 und Calu-3) sowie Zelllinien von Tieren, die oftmals engen Kontakt zum 
Menschen haben und daher als ein eventueller Zwischenwirt in Frage kämen (Haustiere: 
Hund, MDCKII / Nutztiere: Schwein, ST und NpTr; Rind, MDBK; Huhn, CLEC 213), konnte 
weder für das SRp3, das SBg08 noch das SBB-99-04 die Fähigkeit zur Vermittlung einer Infektion 
beobachtet werden. Dieses Ergebnis war nicht besonders verwunderlich, da ebenfalls SSARS-
beladene VSV-Pseudotypen einen Großteil dieser Zellen nicht infizieren konnten - es wurde 
lediglich eine Infektion von der humanen Zelllinie HEK-293T und der porzinen Zelllinie NpTr 
registriert, wobei für HEK-293T-Zellen und einige porzine Zelllinien bereits bekannt ist, dass 
sie durch SARS-CoV infizierbar sind (Gillim-Ross et al., 2004; Temperton et al., 2005; Muller 
et al., 2012). Die Beobachtung, dass außer den HEK-293T-Zellen keine weitere humane 
Zelllinie durch SSARS-tragende VSV-Pseudotypen infiziert werden konnte war insoweit 
unerwartet, da in der Literatur beschrieben ist, dass eine Infektion von A549-, nHBE- und 
Calu-3-Zellen durchaus möglich sei (Gillim-Ross et al., 2004; Tseng et al., 2005; Glende, 
2008; Kumaki et al., 2008; Yoshikawa et al., 2009; Chan et al., 2011). Eine Erklärung für die 
unterschiedlichen Ergebnisse könnte mitunter darin bestehen, dass in der beschriebenen 
Literatur hauptsächlich replikationsfähiges SARS-CoV anstelle von Virus-Pseudotypen und / 
oder (anders als in dieser Arbeit) ausdifferenzierte (nHBE-) bzw. polarisierte (Calu-3-) Zellen 
eingesetzt wurden. Hierbei können sowohl auf viraler als auch auf zellulärer Seite Faktoren 
involviert sein, die bei einer Infektion dieser Zelllinien durch SARS-CoV eine wichtige Rolle 
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spielen, in dem in dieser Arbeit eingesetzten Setup jedoch fehlen (z.B. die erforderliche 
ACE2-Expression oder Faktoren bei der Replikation). Für die A549-Zelllinie ist darüber 
hinaus bekannt, dass SARS-CoV in ihnen zwar den Viruseintritt vollziehen, allerdings 
nachfolgend keine Replikation durchführen kann (Gillim-Ross et al., 2004). Dies würde 
ebenfalls eine Erklärung dafür liefern, dass hier keine Reportergenexpression detektierbar 
war. Ein weiterer, nicht zu unterschätzender, Grund für die offensichtlich nicht vorhandene 
Infektion der genannten Zelllinien durch SSARS-beladene VSV-Pseudotypen könnte 
schlichtweg auch in der Tatsache bestehen, dass die Infektionsrate zu gering ist, als dass 
das resultierende Signal der Luziferaseaktivität den Hintergrundwert übersteigen konnte. 
Dieser Aspekt muss im Umkehrschluss natürlich auch für die durch SRp3-, SBg08- bzw. SBB-99-
04-beladenen VSV-Pseudotypen berücksichtigt werden. Nichtsdestotrotz bleibt bei diesem 
Versuch festzuhalten, dass während dieser Arbeit für keines der getesteten S-Proteine der 
SARSr-CoV die Fähigkeit zur Vermittlung einer VSV-Pseudotypen Infektion in humanen, 
Haus- und Nutztierzelllinien zu registrieren war. Insbesondere die Zelllinien HEK-293T und 
NpTr sind hierbei hervorzuheben, da (zumindest) hier eine SSARS-vermittelte Infektion 
möglich war und diese Zellen daher grundsätzlich als permissiv für die Infektion durch 
(einige) Coronaviren anzusehen sind. 
 
Es wurden zudem noch weitere Pseudovirus-Infektionsversuche mit Fledertierzelllinien 
durchgeführt, da Fledertiere - insbesondere Hufeisennasen-Fledermäuse aus dem Genus 
Rhinolophus - einerseits als das natürliche Reservoir des SARS-CoV (sowie SARSr-CoV) 
angesehen werden und zudem im Verlauf dieser Arbeit bereits gezeigt werden konnte, dass 
sie eine generelle Empfänglichkeit für die Infektion durch eine Vielzahl von RNS-Viren 
aufweisen. Bei den verwendeten Fledertierzelllinien handelte es sich zunächst um eine 
repräsentative Auswahl von Vertretern der verschiedenen taxonomischen Familien innerhalb 
der Ordnung Chiroptera - Pteropodidae (Rousettus aegyptiacus, Eidolon helvum, 
Hypsignathus monstrosus und Epomops buettikoferi), Rhinolophidae (Rhinolophus alcyone), 
Hipposideridae (Hipposideros caffer  und Hipposideros abae), Phyllostomidae (Carollia 
perspicillata), Vespertillionidae (Pipistrellus pipistrellus und Myotis daubentonii) und 
Molossidae (Tadarida brasiliensis). Nachfolgend wurde der Fokus speziell auf das Genus 
Rhinolophus (Rh. alcyone, Rh. landeri, Rh. euryale und Rh. ferrumequinum) gelegt, da der 
Großteil der beschriebenen SARSr-CoV in Hufeisennasen-Fledermäusen detektiert wurde. 
Wie zuvor bereits für die Infektion von unbehandelten Fledertierzelllinien durch TGEV und 
SSARS-beladene VSV-Pseudotypen beschrieben wurde, war auch im Falle von VSV-
Pseudotypen, welche die S-Proteine von verschiedenen SARSr-CoV in ihrer Virushülle 
besaßen, keine Infektion von Fledertierzelllinien zu beobachten. Hierbei machte es zudem 
keinen Unterschied, ob es sich um Zelllinien von Fledertieren handelte, die nur eine entfernte 
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phylogenetische Verwandtschaft zu den Spezies aufwiesen, aus denen die S-Proteine der 
verwendeten SARSr-CoV stammten - das SRp3 stammte aus Rh. sinicus, das SBg08 aus Rh. 
blasii und das SBB-99-04 aus Rh. euryale - oder ob mit den verschiedenen Rhinolophus-
Zelllinien nahverwandte Spezies untersucht wurden.  
Besonders die Tatsache, dass die Zelllinien von afrikanischen (Ghana) und europäischen 
(Bulgarien) Rhinolophus-Spezies weder durch das SSARS, noch das SRp3, SBg08 bzw. SBB-99-04 
im Kontext der VSV-Pseudotypen infiziert werden konnten, stellt ein erhebliches Problem für 
eine mögliche Charakterisierung der S-Proteine von SARSr-CoV dar. Es erscheint eigentlich 
naheliegend, dass das S-Protein eines SARSr-CoV, welches aus einer bestimmten 
Rhinolophus-Spezies stammt, eine höhere Wahrscheinlichkeit besitzt mit Zelllinien der 
identischen (bzw. einer nahverwandten) Rhinolophus-Spezies zu interagieren, als es z.B. mit 
Zelllinien der Fall wäre, die aus Vertretern von anderen Genera der Fledertiere hergestellt 
wurden. Jedoch konnte weder für das SSARS noch das das SRp3, SBg08 bzw. SBB-99-04 eine 
infektionsvermittelnde Fähigkeit bei Rhinolophus-Zelllinien beobachtet werden.  
Darüber hinaus besteht mit dem SBB-99-04 und der RhiEuLu-Zelllinie zudem eine 
Übereinstimmung auf der Speziesebene (Rh. euryale) - ein so genanntes perfect match. 
Dennoch konnte selbst bei dieser Konstellation keine Infektion detektiert werden. Für diese 
Beobachtung kommen verschiedene Erklärungen in Frage: So kann es einerseits möglich 
sein, dass die Übereinstimmung der Spezies der verwendeten Zelllinien und SARSr-CoV 
(bzw. den dezugehörigen S-Proteinen) in der Tat der entscheidende Faktor ist, im Falle des 
SBB-99-04 und der RhiEuLu-Zelllinie allerdings der falsche Zelltyp isoliert wurde - d.h. ein 
Zelltyp, dessen Eigenschaften nicht den Anforderungen für eine Interaktion mit dem S-
Protein entsprechen (z.B. Expression eines geeigneten Rezeptormoleküls). Zur Überprüfung 
dieser Hypothese müsste man auf weitere Zelllinien dieser Spezies zurückgreifen, was 
momentan allerdings nicht möglich ist, da keine weiteren Zelllinien von Rh. euryale 
vorhanden sind und zudem eine Verfügbarkeit dieser (und vieler anderer) Fledertierspezies 
aufgrund ihres geringen Bestandes (viele Arten sind stark gefährdet) und / oder ihres 
Schutzstatus kaum möglich ist. Ein weiterer Faktor, der hier zusätzlich eine Rolle spielen 
könnte ist die Möglichkeit, dass zwar geeignete Zelllinien vorhanden sind, diese allerdings 
unter den gegebenen Zellkulturbedingungen (Medienzusammensetzung, fehlende 
Wachstumsfaktoren, Art der Kultivierung) nicht in der Lage sind ein geeignetes 
Rezeptormolekül bzw. andere, für die Infektion nötige, Wirtsfaktoren zu exprimieren. Vor 
diesem Hintergrund bestünde die Möglichkeit, die Fledertierzelllinien durch andere 
Zellkultursysteme (z.B. Filter- oder Air-Liquid-Interface Kulturen) und / oder der Verwendung 
anderer Medien (z.B. spezielle Medien für Epithelzellen) bzw. der Zugabe von 
Medienzusätzen (z.B. Retinolsäure) in einen (aus-) differenzierten Zustand zu versetzen, so 
ihr Proteinexpressionsmuster zu verändern und dadurch möglicherweise die Expression 
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eines geeigneten Rezeptormoleküls zu induzieren. Auch die Möglichkeit, dass es sich bei 
den verwendeten S-Proteinen der SARS-CoV um defekte Proteine handelt - d.h. dass sie 
unter Umständen von SARSr-CoV stammen, welche in der Natur nicht „überlebensfähig“ 
(nicht infektiös) sind - muss beachtet werden.  
 
Es bleibt daher festzuhalten, dass die S-Proteine der untersuchten SARSr-CoV im Rahmen 
von Infektionsversuchen nicht in der Lage waren den Eintritt von VSV-Pseudotypen in 
humane, Haus-, Nutz- oder Fledertierzelllinien zu vermitteln. Um weitere Informationen über 
die SARSr-CoV zu bekommen, ist es daher unumgänglich, zunächst die funktionelle Aktivität 
ihrer S-Proteine zu bestätigen. Hierbei ist es zudem wichtig zu zeigen, dass (i) der Einbau 
der S-Proteine von SARSr-CoV in die Virusmembran gewährleistet ist und dass das S-
Protein sowohl (ii) die Bindung an (Ziel-) Zellen als auch (iii) die anschließende 
Membranfusion vermitteln kann. 
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6.4 Das SSARS ist in der Lage, mit den ACE2-Molekülen 
von zwei afrikanischen Hufeisennasen-Fledermäusen 
zu interagieren 
 
Für eine erfolgreiche Infektion ist die Anheftung eines Virus an ein Rezeptormolekül auf der 
Zelloberfläche von entscheidender Bedeutung. Für SARS-CoV ist bekannt, dass es erst 
durch die Interaktion des S-Proteins mit dem zellulären Rezeptor, dem humanen ACE2 (Li et 
al., 2003; Wang et al., 2004), zu einer Infektion menschlicher Zellen kommen kann. Darüber 
hinaus wurde durch einige Arbeitsgruppen für das SSARS gezeigt, dass es zudem in der Lage 
ist, auch die ACE2-Moleküle anderer Spezies für den Viruseintritt zu verwenden. Darunter 
fallen das Zibetkatzen- (Li et al., 2005b), Marderhund- (Xu et al., 2009), Schweine- 
(Hattermann et al., 2005), Maus- (Li et al., 2004a) sowie einige, aber nicht alle, Fledertier-
ACE2 (Ren et al., 2008; Hou et al., 2010a). Zudem ist seit Kurzem bekannt, dass die S-
Proteine einer kleinen Sub-Gruppe von SARSr-CoV in der Lage sind, ebenfalls mit ACE2 zu 
interagieren (Ge et al., 2013). Für den Großteil der SARSr-CoV ist jedoch bislang noch keine 
Interaktion mit ACE2 gezeigt worden. Es ist daher zurzeit noch unbekannt ob humanes bzw. 
Fledertier-ACE2 für diese SARSr-CoV als Rezeptormolekül dienen kann oder ob ein 
vollkommen anderes Molekül (Proteine, Zuckerstrukturen, Lipide) für ihre Anheftung an 
Zielzellen verwendet wird.  
Aufgrund der phylogenetischen Nähe zwischen den chinesischen Hufeisennasen-
Fledermäusen und den Spezies, zu denen die in dieser Arbeit verwendeten Rhinolophus-
Zelllinien gehören, ergab sich die Frage, ob das ACE2-Molekül von nicht-asiatischen 
Spezies als Rezeptormolekül für SARS-CoV dienen kann und ob eine Überexpression von 
Fledertier-ACE2 eventuell eine SARSr-CoV-S-vermittelte Infektion ermöglicht? Dazu wurden 
mittels RNS-Extraktion und anschließender RT-PCR die Leserahmen der ACE2-Moleküle 
aus den Zelllinien der Spezies Rh. landeri (RhiNi/40B, rlanACE2) und Rh. alcyone 
(RhiLu/1.1, ralcACE2) in Expressionsvektoren kloniert, welche nachfolgend für die 
Transfektion von BHK-21-Zellen - eine Zelllinie, die normalerweise nicht durch SARS-CoV 
infizierbar ist - verwendet wurden. Die transfizierten Zellen wurden dahin gehend überprüft, 
ob die (Über-) Expression eines dieser ACE2-Moleküle zu einer Interaktion mit SSARS bzw. 
dem S-Protein der SARSr-CoV führt. Zusätzlich dazu wurde das ACE2-Molekül aus der 
chinesischen Hufeisennasen-Fledermausspezies Rh. sinicus (rpACE2) hinzugezogen, für 
das bereits bekannt ist, dass es nicht als Rezeptor für SARS-CoV dienen kann (Ren et al., 
2008). 
Mit der in trans Expression des rlanACE2 bzw. ralcACE2 gelang es, BHK-21-Zellen für die 
Infektion durch SSARS-tragende VSV-Pseudotypen empfänglich zu machen und zwar in einem 
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Maße, dass die Infektionsrate hier nur minimal unter der für BHK-21-Zellen lag, welche das 
humane ACE2 exprimierten. Zudem führte, wie in der Literatur beschrieben, die in trans-
Expression des rpACE2s für diese Pseudotypen nicht zu einer Infektion (Ren et al., 2008). 
Diese Ergebnisse wurden zudem durch einen zellbasierten-Fusionstest bestätigt. In dieser 
(Virus-freien) Analysemethode führte die Co-Expression des SSARS mit humanem, rlanACE2 
oder ralcACE2 nach Trypsin-Behandlung zur Entstehung von Synzytien, was auf eine 
Interaktion des S-Proteins mit dem jeweiligen ACE2 zurückzuführen ist. Die Größe der 
Synzytien war zwar innerhalb der Ansätze sehr variabel, im Durchschnitt aber vergleichbar. 
Dieses Ergebnis war insoweit interessant, da das rlanACE2 und das ralcACE2 aus zwei 
Fledertierzelllinien stammten, die in vorangegangenen Infektionsversuchen nicht von SSARS-
tragenden VSV-Pseudotypen infiziert werden konnten. Diese Beobachtung liefert einen 
Hinweis darauf, dass (einige) Fledertierzelllinien über die genetische Information für 
mögliche SARS-CoV und / oder SARSr-CoV Rezeptormoleküle verfügen könnten, ihre 
Expression jedoch (unter den herrschenden Kulturbedingungen) nicht stattfindet bzw. ihr 
Expressionslevel nicht ausreichend für eine Infektion ist. Im Gegensatz zum SSARS konnte für 
die S-Proteine der SARSr-CoV weder in den Infektionsversuchen mit VSV-Pseudotypen 
noch im zellbasierten-Fusionstest eine Interaktion mit irgendeinem der ACE2-Moleküle 
detektiert werden.  
Damit konnte gezeigt werden, dass diese (über-exprimierten) ACE2-Moleküle nicht als 
Rezeptoren für die getesteten SARSr-CoV dienen können. Um jedoch den endgültigen 
Beweis zu erbringen, dass das ACE2-Molekül für diese SARSr-CoV als Rezeptormolekül 
ausscheidet, müssten noch die ACE2-Leserahmen aus den korrespondierenden Spezies zu 
den verwendeten SARSr-CoV kloniert und getestet werden. Erst wenn auch hier keine 
Interaktion detektiert werden kann ist es möglich, das ACE2 als Rezeptor für diese SARSr-
CoV auszuschließen. 
 
Wie bereits bekannt ist, verwendet neben dem SARS-CoV auch das HCoV-NL63 das 
humane ACE2-Molekül für den Viruseintritt (Hofmann et al., 2005), während andere Vertreter 
der Coronaviridae wie TGEV, HCoV-229E und das feline Coronavirus APN als Rezeptor 
nutzen (Delmas et al., 1992; Yeager et al., 1992; Tresnan et al., 1996). Zusätzlich dazu 
existieren auch Coronaviren, die andere Proteine wie etwa DPP4 (MERS-CoV) als zellulären 
Rezeptor verwenden (Raj et al., 2013) oder aber an Zuckerstrukturen (BCoV, HCoV-OC43, 
IBV) binden (Vlasak et al., 1988b; Schultze et al., 1991a; Schultze et al., 1992; Schultze und 
Herrler, 1992; Schultze et al., 1993).  
Vor diesem Hintergrund wurde getestet, ob die S-Proteine der untersuchten SARSr-CoV 
über eine Bindungsaktivität gegenüber Zuckerstrukturen (Sialinsäuren) verfügen. Es konnte 
mittels eines Hämadsorptionstests gezeigt werden, dass das SRp3, SBg08 Sowie SBB-99-04, 
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analog zum SSARS und im Gegensatz zum HA der FLUAV (bzw. dem HN des MuV), über 
keine sialinsäurebindenden Eigenschaften verfügen, da keine Bindung von 
Hühnererythrozyten an S-Protein exprimierende Zellen beobachtet wurde. Zusätzlich dazu 
zeigte Tim Gützkow in seiner Doktorarbeit, dass SRp3, SBg08 und SBB-99-04 weder in der Lage 
sind mit der humanen APN noch dem DPP4-Molekül des Menschen bzw. der Mittelmeer-
Hufeisennase (Rh. euryale) zu interagieren (Gützkow, 2013).  
 
Gesamt betrachtet zeigen diese Ergebnisse, dass das SSARS über eine Bindungsaffinität zu 
den ACE2-Molekülen eines sehr breiten Spektrums an verschiedenen Fledertierspezies 
verfügt und selbst das ACE2-Molekül solcher Spezies für den Viruseintritt verwendet werden 
kann, welche in geografisch weit entfernten Regionen vorkommen. Es konnten zudem 
Hinweise dafür gesammelt werden, dass die meisten SARSr-CoV - bzw. solche, für die 
bisher keine Interaktion mit ACE2 gezeigt werden konnte - möglicherweise einen äußerst 
speziesspezifischen oder gar neuartigen Coronavirus-Rezeptor verwenden 
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6.5 Die Aktivierung des SBg08 durch Proteasen 
unterscheidet sich nicht von der des SSARS 
 
Neben der Anheftung an den zellulären Rezeptor auf Wirtszellen ist das S-Protein von 
Coronaviren zusätzlich noch für die Vermittlung der Fusion von viraler und zellulärer 
Membran zuständig (Nash und Buchmeier, 1996; Gallagher und Buchmeier, 2001; Bosch et 
al., 2003; Xiao et al., 2003). Für diesen Vorgang ist es notwendig, dass das coronavirale S-
Protein zuvor durch zelluläre Proteasen aktiviert wird, was entweder in der Virus-
produzierenden Zelle bei der Virusreifung (z.B. BCoV und einige MHV-Stämme) oder aber 
nach der Anheftung an den zellulären Rezeptor (SARS-CoV) erfolgen kann (Mounir und 
Talbot, 1993; Stauber et al., 1993; Wu et al., 2004; Bosch et al., 2008; Belouzard et al., 
2009; Kam et al., 2009; Yamada und Liu, 2009; Simmons et al., 2011). Für das SSARS ist 
bekannt, dass es entweder nach erfolgter Endozytose zu einer proteolytischen Aktivierung 
innerhalb von Endosomen und anschließender Fusion mit der Endosomenmembran kommt 
(Simmons et al., 2005; Bosch et al., 2008) oder aber die Fusion bereits an der 
Plasmamembran stattfinden kann, wenn hier eine Spaltung des S-Proteins durch 
extrazelluläre Proteasen gewährleistet ist (Watanabe et al., 2008; Belouzard et al., 2009; 
Kam et al., 2009; Matsuyama et al., 2010; Bertram et al., 2011; Simmons et al., 2011). 
 
Um zu überprüfen, ob die proteolytische Aktivierung der S-Proteine von SARSr-CoV analog 
zum SSARS erfolgt und ob diese Aktivierung auch durch humane Proteasen erfolgen kann, 
wurde exemplarisch das SBg08 ausgewählt und seine Spaltbarkeit durch HAT untersucht. 
Dafür wurden HEK-293T-Zellen mit den Expressionsplasmiden für das SBg08 sowie HAT co-
transfiziert und eine mögliche Spaltung im Westernblot detektiert. Hierbei konnte gezeigt 
werden, dass das SBg08 mit einer identischen Effizienz wie das SSARS durch HAT gespalten 
wird, was darauf schließen lässt, dass die proteolytische Aktivierung der S-Proteine von 
SARSr-CoV vergleichbar zu dem des SARS-CoV abläuft und humane Proteasen (hier HAT) 
in der Lage sind, effektiv die S-Proteine von SARSr-CoV zu spalten. Dies ist insoweit von 
Bedeutung, als bei SARSr-CoV nach einer Bindung an humane Zellen, die Fusionsaktivität 
durch humane Proteasen induziert werden könnte. Unter diesen Vorraussetzungen und der 
Annahme, dass es in humanen Zellen nachfolgend zu einer Transkription der viralen Gene 
und der Replikation des viralen Genoms kommen würde, besteht die Frage, ob ein solches 
SARSr-CoV in der Lage ist, dem Immunsystem zu „entkommen“, sich zu vermehren und 
weitere Zellen (Individuen) zu infizieren. In diesem Zusammenhang konnte Doreen Muth 
(Institut für Virologie, Uniklinikum Bonn) in ihrer Doktorarbeit zeigen, dass das SBg08 - dort als 
BtCoV/BM48-31/BGR/2008 bezeichnet - mit dem ORF6 einen Interferonantagonisten 
kodiert, der auch in Primaten-Zelllinien aktiv ist (Muth, 2012). Damit wurde gezeigt, dass 
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SARS-CoV von Natur aus die Fähigkeit besitzen, dem humanen Immunsystem 
entgegenzuwirken. 
 
Insgesamt liefern diese Daten einen Hinweis darauf, dass Fledertiere SARSr-CoV 
beherbergen, welche bereits über einige Eigenschaften (Aktivierung des S-Proteins, 
Hemmung der zellulären Immunantwort) verfügen, um erfolgreich eine andere Spezies (wie 
dem Menschen) zu infizieren und in diesen neuen Wirtszellen zu replizieren. Eine wichtige 
Frage, die hierbei noch bestehen bleibt, ist, ob der Zugewinn der Fähigkeit eines solchen 
SARSr-CoV zur Anheftung an humane Zellen bereits ausreicht, um eine erfolgreiche 
Infektion des Menschen und die Produktion von neuen Virus-Partikeln zu ermöglichen. 
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6.6 Das SBg08 besitzt Fusionsaktivität 
 
Nachdem in dieser Arbeit bereits gezeigt worden ist, dass das SRp3, SBg08 und SBB-99-04 zwar 
nicht in der Lage sind, mit ACE2 zu interagieren, jedoch das exemplarisch ausgewählte SBg08 
dafür analog zum SSARS durch humane Proteasen gespalten werden kann, bestand noch 
Klärungsbedarf darüber, ob diese Spaltung auch für eine Aktivierung des S-Proteins zur 
anschließenden Membranfusion ausreicht? Des Weiteren herrschte zu Beginn dieser Arbeit 
noch Unklarheit darüber, ob die S-Proteine der SARSr-CoV überhaupt in die VSV-
Pseudotypen eingebaut wurden oder ob hier vielmehr der Grund für die fehlende Interaktion 
mit Fledertierzelllinien bzw. ACE2 vorlag? 
 
Für diesen Zweck wurden chimäre S-Proteine zwischen dem SSARS und dem SBg08 
hergestellt, bei denen jeweils funktionelle Domänen ausgetauscht wurden. Mithilfe dieser S-
Protein-Chimären konnte in Infektionsversuchen mit VSV-Pseudotypen und im zellbasierten-
Fusionstest einerseits der Beweis erbracht werden, dass ein Einbau der S-Proteine von 
SARSr-CoV in VSV-Pseudotypen gewährleistet ist und zudem gezeigt werden, dass das 
SBg08 über Fusionsaktivität verfügt. So waren chimäre S-Proteine mit der Ektodomäne des 
SSARS und der TD sowie ZD des SBg08 in der Lage sowohl die Infektion von VSV-Pseudotypen 
in ACE2-positiven Zellen zu vermitteln, als auch im zellbasierten-Fusionstest bei Co-
Expression mit humanem, rlanACE2 oder ralcACE2 (nach Trypsin-Behandlung) zur Bildung 
von Synzytien zu führen. Die Effizienz war in beiden Fällen mit der des Volllänge-SSARS 
identisch. Umgekehrt führte ein chimäres S-Protein aus der Ektodomäne des SBg08 sowie der 
TD und ZD des SSARS weder im Kontext der VSV-Pseudotypen zu einer Infektion, noch im 
zellbasierten-Fusionstest bei Co-Expression mit ACE2 und Trypsin-Behandlung zur Bildung 
von Synzytien. Des Weiteren wurde gezeig, dass ein S-Protein, welches aus der kompletten 
S1- sowie Teilen der S2-Unterheit (bis zum R797) des SSARS und dem Bereich der S2-
Untereinheit ab dem mutmaßlichen Fusionspeptid des SBg08 besteht (SSARS-(S1S2_R797)), 
Fusionsaktivität besitzt. Die SSARS-(S1S2_R797)-Chimäre war dazu fähig, die Infektion von 
ACE2-positiven Zellen durch VSV-Psudotypen zu vermitteln sowie im zellbasierten-
Fusionstest zur Entstehung von Synzytien zu führen. Auch wenn hierbei die Effizienz der 
Pseudovirus-Infektion sowie das Ausmaß der Synzytienbildung im Vergleich zum SSARS 
deutlich geringer ausfiel, so ist dies dennoch der Beweis, dass das S-Protein eines 
europäischen SARSr-CoV über Fusionsaktivität verfügt. Eine solche Beobachtung wurde 
bislang noch von keiner anderen Arbeitsgruppe postuliert und liefert erstmalig Erkenntnisse 
über die funktionelle Aktivität des S-Proteins eines SARSr-CoV, welches nicht aus 
chinesischen Fledertieren stammt.  
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Mit den chimären S-Proteinen konnte zudem gezeigt werden, dass der Einbau der RBD bzw. 
des RBMs vom SSARS in das SBg08 nicht zu einer Interaktion mit ACE2 führt. Im Gegensatz 
dazu gelang es sowohl einer amerikanischen als auch einer asiatischen Arbeitsgruppen, 
durch den Einbau der RBD des SSARS in das S-Protein eines synthetischen SARSr-CoV, bzw. 
durch den Austausch eines großen, die RBD-umfassenden Bereiches der S1-Unterheit 
zwischen dem SSARS und SRp3, chimäre S-Proteine zu konstruieren, die eine Infektion von 
ACE2-exprimierenden Zellen vermitteln konnten (Becker et al., 2008; Ren et al., 2008). Eine 
Erklärung für die unterschiedlichen Ergebnisse liefert die Tatsache, dass in den zitierten 
Publikationen zum einen mit dem SRp3 das S-Protein eines SARSr-CoV aus einer 
chinesischen Hufeisennasen-Fledermaus (Rh. sinicus) verwendet wurde, welches dem SSARS 
phylogenetisch näher steht als das in dieser Arbeit verwendete SBg08 (Ren et al., 2008), bzw. 
ein synthetisches S-Protein auf der Grundlage von mehreren Sequenzen für S-Proteine von 
SARSr-CoV konstruiert wurde, die allesamt in näherer Verwandtschaft zum SSARS (Becker et 
al., 2008).  
Während das SBg08 in seinem RBM zwar eine deutlich höhere Homologie zum SSARS aufweist 
als das SRp3, besitzt das Letztere in seiner Grundstruktur (den Aminosäuren außerhalb der 
RBD) mehr Ähnlichkeit zum SSARS. Die größere Ähnlichkeit in der Grundstruktur zwischen 
dem SSARS und SRp3 könnte zur Folge haben, dass nur hier der Einbau der RBD des SSARS zu 
einem chimären S-Protein mit funktioneller Aktivität im Bezug auf ACE2-Bindung und 
membranfusion-vermittelnden Eigenschaften führt. Dies legt die Schlussfolgerung nahe, 
dass die RBD bzw. das RBM des SSARS im Kontext des SBg08 möglicherweise aufgrund der 
räumlichen Struktur nicht korrekt exponiert ist und so eine ACE2-Bindung nicht 
gewährleisten kann bzw., dass eine mögliche Bindung an ACE2 bei diesen S-Protein-
Chimären nicht zu der nötigen Konformationsänderung für eine anschließende 
Membranfusion führen kann. Diese Hypothese wird dadurch gestützt, dass die SSARS-
(S1S2_R797)-Chimäre, welche zu etwa zwei Dritteln aus dem SSARS besteht, funktionell aktiv 
ist. Hier könnte durch den großen Anteil des SSARS höchstwahrscheinlich die Konformation 
für eine effiziente Bindung an ACE2 bzw. eine nachfolgende Membranfusion gewährleistet 
sein. 
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Zusammenfassend konnten im Verlauf dieser Arbeit wertvolle Erkenntnisse zur Interaktion 
von Fledertieren und Viren gesammelt werden, wodurch ein breiteres Bild über die 
Empfänglichkeit von Fledertierzellen für eine Infektion durch umhüllte RNS-Viren verschafft 
und so die exponierte Stellung von Fledertieren als das natürliche Reservoir für eine Reihe 
von zoonotischen Viren weiter belegt wurde. Darüber hinaus wurde aufgezeigt, dass 
innerhalb der getesteten RNS-Viren deutliche Unterschiede in der Fähigkeit zur Infektion von 
Fledertierzellen bestehen: So waren die Vertreter der Paramyxo-, Filo-, Rhabdo- und 
Orthomyxoviridae von Natur aus in der Lage, Fledertierzellen zu infizieren, während für die 
ausgewählten Vertreter der Coronaviridae eine Restriktion bestand, die einzig auf das 
Fehlen eines geeigneten Rezeptormoleküls zurückzuführen war.  
 
Für SARS-CoV konnte zudem gezeigt werden, dass sein S-Protein in der Lage ist neben 
dem humanen ACE2 auch die ACE2-Moleküle von afrikanischen Hufeisennasen-
Fledermäusen (bei Überexpression) als Rezeptor zur verwenden, wodurch einmal mehr 
dargestellt werden konnte, dass dieses Coronavirus ein breites Spektrum an Spezies 
infizieren kann, was wiederum ein weiterer Beleg für seine zoonotische Natur ist. Die 
Tatsache, dass es in dieser Arbeit zudem erstmals gelang die genetische Information für 
ACE2-Moleküle von Hufeisennasen-Fledermäusen zu isolieren, welche nicht aus Asien 
stammen, kann in zukünftigen Studien zu einem besseren Verständnis der Interaktion 
zwischen dem SSARS (bzw. der SARSr-CoV, die mit ACE2 interagieren können) und ACE2 
führen. Es liefert zudem die Möglichkeit, die molekularen Hintergründe für die Entstehung 
der Affinität SSARS bzw. der S-Proteine einiger SARSr-CoV für ACE2 weiter zu entschlüsseln.  
 
Im Gegensatz dazu konnte für die S-Proteine von zwei europäischen (SBg08 bzw. SBB-99-04) 
und eines chinesischen SARSr-CoV (SRp3) keine infektionsvermittelnde Eigenschaft bei 
humanen, Fledertier- sowie anderer Säugetierzellen beobachtet werden und zudem gezeigt 
werden, dass keine Interaktion mit humanem oder Fledertier-ACE2 vorhanden ist. Dafür 
konnte erstmalig für das S-Protein eines nicht-asiatischen SARSr-CoV (SBg08) gezeigt 
werden, dass es durch humane Proteasen gespalten werden kann und Fusionsaktivität 
besitzt. Vor dem Hintergrund der Fülle und Diversität der SARSr-CoV sowie der kulturellen 
Lebensumstände in einigen Regionen der Erde, welche eine Rolle bei der Entstehung von 
zoonotischen Infektionen spielen können (Tiermärkte mit engem Kontakt zwischen 
verschiedenen Spezies, Verzehr von Fledertieren, etc.), birgt dieser Aspekt das Risiko, dass 
z.B. auch auf dem afrikanischen Kontinent das Potenzial für eine spill over-Infektion durch 
ein SARSr-CoV besteht. In diesem Zusammenhang müssen weitere Daten zur 
Charakterisierung der vorhandenen SARSr-CoV erfolgen, um so das Risiko eines solchen 
Szenarios abzuschätzen.  
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Gesamt betrachtet liefern die in dieser Arbeit erhobenen Daten zu den S-Proteinen von 
SARSr-CoV wichtige Hinweise darauf, dass ein Großteil der SARSr-CoV wahrscheinlich 
einen anderen Rezeptor als SARS-CoV und eventuell sogar einen neuartigen Coronavirus-
Rezeptor verwendet. Dies ist insoweit von Bedeutung, da die Isolierung eines SARSr-CoV 
für das offensichtlich keine Interaktion mit ACE2 besteht noch nicht gelang und auch die 
Herstellung einer Vielzahl von verschiedenen Fledertierzelllinien hier bislang nicht zu einer 
erfolgreichen Isolierung geführt hat. Es ist zudem anzunehmen, dass auch die Herstellung 
weiterer Zelllinien aus Fledertieren nicht zum Erfolg führen wird, da in dieser Arbeit gezeigt 
werden konnte, dass auch für das SSARS erst die Überexpression von Fledertier-ACE2 zu 
einer Interaktion führte. Vielmehr sollte der Fokus darauf gelegt werden, die vorhandenen 
Zelllinien weiter zu charakterisieren und ihnen durch geeignete Zellkulturbedingungen 
bzw. -systeme zu einem ausdifferenzierten Wachstum zu verhelfen, was möglicherweise erst 
die erforderliche Expression eines Rezeptormoleküls bewirkt. 
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Vektorplasmid:   pCAGGS 
Inseriertes Gen:   Homo sapiens HAT-FLAG 
Restriktionsschnittstellen: unbekannt  / unbekannt 
Markierung(en):   FLAG-Epitop (C-terminal) 
Beschreibung:   ORF für die humane trypsin-ähnliche Protease der Atemwege (human 
airway trypsin-like protease, HAT), die C-terminal mit einem FLAG-



























288  Anhang 
 
pCAGGS-MARV-GP 
Vektorplasmid:   pCG1 
Inseriertes Gen:   MARV-GP 
Restriktionsschnittstellen: unbekannt  / unbekannt 
Markierung(en):   --- 














































Vektorplasmid:   pCAGGS 
Inseriertes Gen:   NiV-F 
Restriktionsschnittstellen: unbekannt   / unbekannt 
Markierung(en):   --- 


































290  Anhang 
 
pCG1-NiV-G 
Vektorplasmid:   pCG1 
Inseriertes Gen:   NiV-G 
Restriktionsschnittstellen: PacI  / SpeI 
Markierung(en):   --- 












































Vektorplasmid:   pCAGGS 
Inseriertes Gen:   ZEBOV-GP 
Restriktionsschnittstellen: unbekannt  / unbekannt 
Markierung(en):   --- 













































292  Anhang 
 
pcDNA3.1-VSV-G 
Vektorplasmid:   pcDNA3.1 
Inseriertes Gen:   VSV-G 
Restriktionsschnittstellen: unbekannt  / unbekannt 
Markierung(en):   --- 









































Vektorplasmid:   pCG1 
Inseriertes Gen:   MuV-HN 
Restriktionsschnittstellen: BamHI  / SalI 
Markierung(en):   --- 
Beschreibung:   ORF für das HN-Protein eines humanen Mumpsvirus, isoliert aus 



































294  Anhang 
 
pCG1-FLUAV H5 
Vektorplasmid:   pCG1 
Inseriertes Gen:   FLUAV H5 
Restriktionsschnittstellen: BamHI  / SalI 
Markierung(en):   --- 
Beschreibung:   ORF für das H5-Protein des Influenza A-Virus vom Subtyp H5N1, 






































Vektorplasmid:   pCG1 
Inseriertes Gen:   FLUAV H9 
Restriktionsschnittstellen: BamHI  / SalI 
Markierung(en):   --- 
Beschreibung:   ORF für das H9-Protein des Influenza A-Virus vom Subtyp H9N2, 


































296  Anhang 
 
pCG1-SARS-CoV (BJ01)-S 
Vektorplasmid:   pCG1 
Inseriertes Gen:   SARS-CoV (BJ01)-S 
Restriktionsschnittstellen: BamHI / XbaI 
Markierung(en):   --- 
Beschreibung:   Besitzt N-terminal anstelle des ursprünglichen Signalpeptids eine 
tissue plasminogen activator Signalsequenz (kursiv)), besitzt C-
terminal den zytoplasmatischen Abschnitt vom Sendai Virus F-Protein 















































































298  Anhang 
 
pCG1-SARS-CoV (BJ01)-S∆18 
Vektorplasmid:  pCG1 
Inseriertes Gen:   SARS-CoV (BJ01)-S∆18 
Restriktionsschnittstellen: BamHI / XbaI 
Markierung(en):   --- 
Beschreibung:   Besitzt eine C-terminale Deletion von 18 AS und anstelle des 













































































300  Anhang 
 
pCG1-SARS-CoV (Fra1)-S 
Vektorplasmid:   pCG1 
Inseriertes Gen:   SARS-CoV (Fra1)-S 
Restriktionsschnittstellen: BamHI  / XbaI 
Markierung(en):   --- 













































































302  Anhang 
 
pCG1-SARS-CoV (Fra1)-S∆18 
Vektorplasmid:   pCG1 
Inseriertes Gen:   SARS-CoV (Fra1)-S∆18 
Restriktionsschnittstellen: BamHI  / XbaI 
Markierung(en):   --- 
Beschreibung:   ORF für SARS-CoV (Fra1)-S (GenBank: AY291315.1) mit einer C-












































































304  Anhang 
 
pCG1-SARS-CoV (Fra1)-S-HA  
Vektorplasmid:   pCG1 
Inseriertes Gen:   SARS-CoV (Fra1)-S-HA 
Restriktionsschnittstellen: BamHI  / XbaI 
Markierung(en):   HA-Epitop (C-terminal) 
Beschreibung:   ORF für SARS-CoV (Fra1)-S (GenBank: AY291315.1), C-terminal 





















































































306  Anhang 
 
pCG1-SARS-CoV (Fra1)-S-DsRed 
Vektorplasmid:   pCG1 
Inseriertes Gen:   SARS-CoV (Fra1)-S-DsRed 
Restriktionsschnittstellen: BamHI  / XbaI 
Markierung(en):   DsRed (C-terminal) 
Beschreibung:   ORF für SARS-CoV (Fra1)-S (GenBank: AY291315.1), C-terminal 
fusioniert mit einer Linker-Sequenz (kursiv), gefolgt von einem ORF 

























































































308  Anhang 
 
pCG1-SARS-CoV (Fra1)-S (ED) 
Vektorplasmid:   pCG1 
Inseriertes Gen:   SARS-CoV (Fra1)-S (ED) 
Restriktionsschnittstellen: BamHI / XbaI 
Markierung(en):   --- 
Beschreibung:   Chimäres CoV-S aus der ED des SARS-CoV (Fra1)-S (grau 













































































310  Anhang 
 
pCG1-SARS-CoV (Fra1)-S (S1S2_R797) 
Vektorplasmid:   pCG1 
Inseriertes Gen:   SARS-CoV (Fra1)-S (S1S2_R797) 
Restriktionsschnittstellen: BamHI / XbaI 
Markierung(en):   --- 
Beschreibung:   Chimäres CoV-S aus der S1- sowie  Teilen der S2-Untereinheit (bis 
Arg797) des SARS-CoV (Fra1)-S (grau hinterlegt) und einem Teil der 













































































312  Anhang 
 
pCG1-SARS-CoV (Fra1)-S (S1) 
Vektorplasmid:   pCG1 
Inseriertes Gen:   SARS-CoV (Fra1)-S (S1) 
Restriktionsschnittstellen: BamHI / XbaI 
Markierung(en):   --- 
Beschreibung:   Chimäres CoV-S aus der S1-Untereinheit (bis Arg667) des SARS-CoV 














































































314  Anhang 
 
pCG1-SARS-CoV (Fra1)-S (RBD) 
Vektorplasmid:   pCG1 
Inseriertes Gen:   SARS-CoV (Fra1)-S (RBD) 
Restriktionsschnittstellen: BamHI / XbaI 
Markierung(en):   --- 
Beschreibung:   Chimäres CoV-S mit der RBD des SARS-CoV (Fra1)-S (grau 













































































316  Anhang 
 
pCG1-SARS-CoV(Fra1)-S (RBM) 
Vektorplasmid:   pCG1 
Inseriertes Gen:   SARS-CoV(Fra1)-S (RBM) 
Restriktionsschnittstellen: BamHI / SalI 
Markierung(en):   --- 
Beschreibung:   Chimäres CoV-S mit der RBM des SARS-CoV (Fra1)-S (grau 













































































318  Anhang 
 
pCG1-SARSr-CoV (Bg08)-S 
Vektorplasmid:   pCG1 
Inseriertes Gen:   SARSr-CoV (Bg08)-S 
Restriktionsschnittstellen: BamHI  / XbaI 
Markierung(en):   --- 













































































320  Anhang 
 
pCG1-SARSr-CoV (Bg08)-S∆18 
Vektorplasmid:   pCG1 
Inseriertes Gen:   SARSr-CoV (Bg08)-S∆18 
Restriktionsschnittstellen: BamHI  / XbaI 
Markierung(en):   --- 
Beschreibung:   ORF für SARSr-CoV (Bg08)-S (GenBank: GU190215.1). Besitzt eine 












































































322  Anhang 
 
pCG1-SARSr-CoV (Bg08)-S-HA 
Vektorplasmid:   pCG1 
Inseriertes Gen:   SARSr-CoV (Bg08)-S-HA 
Restriktionsschnittstellen: BamHI  / XbaI 
Markierung(en):   HA-Epitop (C-terminal) 
Beschreibung:   ORF für SARSr-CoV (Bg08)-S (GenBank: GU190215.1), C-terminal 













































































324  Anhang 
 
pCG1-SARSr-CoV (Bg08)-S-DsRed 
Vektorplasmid:   pCG1 
Inseriertes Gen:   SARSr-CoV (Bg08)-S-DsRed 
Restriktionsschnittstellen: BamHI  / XbaI 
Markierung(en):   DsRed (C-terminal) 
Beschreibung:   ORF für SARSr-CoV (Bg08)-S (GenBank: GU190215.1), C-terminal 
fusioniert mit einer Linker-Sequenz (kursiv), gefolgt von einem DsRed 

























































































326  Anhang 
 
pCG1-SARSr-CoV (Bg08)-S (ED) 
Vektorplasmid:   pCG1 
Inseriertes Gen:   SARSr-CoV (Bg08)-S (ED) 
Restriktionsschnittstellen: BamHI / XbaI 
Markierung(en):   --- 
Beschreibung:   Chimäres CoV-S aus der ED des SARSr-CoV (Bg08)-S und der TD 













































































328  Anhang 
 
pCG1-SARSr-CoV (Bg08)-S (S1S2_R801) 
Vektorplasmid:   pCG1 
Inseriertes Gen:   SARSr-CoV (Bg08)-S (S1S2_R801) 
Restriktionsschnittstellen: BamHI / XbaI 
Markierung(en):   --- 
Beschreibung:   Chimäres CoV-S aus der S1- sowie  Teilen der S2-Untereinheit (bis 
Arg801) des SARSr-CoV (Bg08)-S und einem Teil der S2-Untereinheit 













































































330  Anhang 
 
pCG1-SARSr-CoV (Bg08)-S (S1) 
Vektorplasmid:   pCG1 
Inseriertes Gen:   SARSr-CoV (Bg08)-S (S1) 
Restriktionsschnittstellen: BamHI / XbaI 
Markierung(en):   --- 
Beschreibung:   Chimäres CoV-S aus der S1-Untereinheit (bis Arg672) des SARSr-CoV 














































































332  Anhang 
 
pCG1-SARSr-CoV (Bg08)-S (RBD) 
Vektorplasmid:   pCG1 
Inseriertes Gen:   SARSr-CoV (Bg08)-S (RBD) 
Restriktionsschnittstellen: BamHI / XbaI 
Markierung(en):   --- 
Beschreibung:   Chimäres CoV-S mit der (putativen) RBD des SARSr-CoV (Bg08)-S 













































































334  Anhang 
 
pCG1-SARSr-CoV (Bg08)-S (RBM) 
Vektorplasmid:   pCG1 
Inseriertes Gen:   SARSr-CoV (Bg08)-S (RBM) 
Restriktionsschnittstellen: BamHI / XbaI 
Markierung(en):   --- 
Beschreibung:   Chimäres CoV-S mit der (putativen) RBM des SARSr-CoV (Bg08)-S 













































































336  Anhang 
 
pCG1-SARSr-CoV (BB-99-04)-S 
Vektorplasmid:   pCG1 
Inseriertes Gen:   SARSr-CoV(BB-99-04)-S 
Restriktionsschnittstellen: BamHI  / XbaI 
Markierung(en):   --- 














































































338  Anhang 
 
pCG1-SARSr-CoV (Rp3)-S 
Vektorplasmid:   pCG1 
Inseriertes Gen:   SARSr-CoV (Rp3)-S 
Restriktionsschnittstellen: BamHI  / XbaI 
Markierung(en):   --- 
Beschreibung:   ORF für SARSr-CoV (Rp3)-S (GenBank: DQ071615.1), besitzt N-
terminal anstelle des ursprünglichen Signalpeptids eine tissue 
plasminogen activator Signalsequenz (kursiv) und C-terminal den 
zytoplasmatischen Abschnitt vom Sendai Virus F-Protein anstelle des 













































































340  Anhang 
 
pCG1-SARSr-CoV (Rp3)-S∆18 
Vektorplasmid:   pCG1 
Inseriertes Gen:   SARSr-CoV (Rp3)-S∆18 
Restriktionsschnittstellen: BamHI  / XbaI 
Markierung(en):   --- 
Beschreibung:   ORF für SARSr-CoV (Rp3)-S (GenBank: DQ071615.1) mit einer C-
terminalen Deletion von 18 AS. Besitzt N-terminal anstelle des 













































































342  Anhang 
 
pCG1-hACE2 
Vektorplasmid:  pCG1 
Inseriertes Gen:   humanes ACE2 
Restriktionsschnittstellen: XbaI  / SalI 
Markierung(en):   --- 




















































Vektorplasmid:   pCG1 
Inseriertes Gen:   humanes ACE2-eGFP 
Restriktionsschnittstellen: XbaI  / SalI 
Markierung(en):   eGFP (C-terminal) 
Beschreibung:   ORF für das Homo sapiens ACE2 (NCBI Reference Sequence: 
NM_021804.2), das C-terminal mit eGFP (unterstrichen, GenBank: 





































































Vektorplasmid:   pCG1 
Inseriertes Gen:   Rhinolophus alcyone ACE2 
Restriktionsschnittstellen: BamHI  / SalI 
Markierung(en):   --- 















































346  Anhang 
 
pCG1-ralcACE2-eGFP 
Vektorplasmid:   pCG1 
Inseriertes Gen:   Rhinolophus alcyone ACE2-eGFP 
Restriktionsschnittstellen: BamHI  / SalI 
Markierung(en):   eGFP (C-terminal) 
Beschreibung:   ORF für das aus RhiLu/1.1-Zellen isolierte Rh. alcyone ACE2, das C-



































































348  Anhang 
 
pCG1-rlanACE2 
Vektorplasmid:   pCG1 
Inseriertes Gen:   Rhinolophus landeri ACE2 
Restriktionsschnittstellen: BamHI  / SalI 
Markierung(en):   --- 



















































Vektorplasmid:   pCG1 
Inseriertes Gen:   Rhinolophus landeri ACE2-eGFP 
Restriktionsschnittstellen: BamHI  / SalI 
Markierung(en):   eGFP (C-terminal) 
Beschreibung:   ORF für das aus RhiNi/40B-Zellen isolierte Rh. landeri ACE2, das C-






































































Vektorplasmid:   pCG1 
Inseriertes Gen:   Rhinolophus pearsonii ACE2 
Restriktionsschnittstellen: BamHI  / SalI 
Markierung(en):   --- 















































352  Anhang 
 
pCG1-rpACE2-eGFP 
Vektorplasmid:   pCG1 
Inseriertes Gen:   Rhinolophus pearsonii  ACE2-eGFP 
Restriktionsschnittstellen: BamHI  / SalI 
Markierung(en):   eGFP (C-terminal) 
Beschreibung:   ORF für das Rh. pearsonii ACE2 (GenBank: EF569964.1), das C-



































































354  Anhang 
 
pCG1-pAPN 
Vektorplasmid:   pCG1 
Inseriertes Gen:   Porzine APN 
Restriktionsschnittstellen: unbekannt   / unbekannt 
Markierung(en):   --- 





























































356  Anhang 
 
pTM1-VSV-L 
Vektorplasmid:   pTM1 
Inseriertes Gen:   VSV-L 
Restriktionsschnittstellen: unbekannt  / unbekannt 
Markierung(en):   --- 
Beschreibung:   ORF für die RNS-abhängige-RNS-Polymerase des Virus der 

































































































































Vektorplasmid:   pTM1 
Inseriertes Gen:   VSV-N 
Restriktionsschnittstellen: unbekannt  / unbekannt 
Markierung(en):   --- 






























360  Anhang 
 
pTM1-VSV-P 
Vektorplasmid:   pTM1 
Inseriertes Gen:   VSV-P 
Restriktionsschnittstellen: unbekannt  / unbekannt 
Markierung(en):   --- 
























Aminosäure Drei-Buchstaben-Code Ein-Buchstaben-Code 
Alanin Ala A 
Cystein Cys C 
Asparaginsäure Asp D 
Glutaminsäure Glu E 
Phenylalanin Phe F 
Glycin Gly G 
Histidin His H 
Isoleucin Ile I 
Lysin Lys K 
Leucin Leu L 
Methionin Met M 
Asparagin Asn N 
Prolin Pro P 
Glutamin Gln Q 
Arginin Arg R 
Serin Ser S 
Threonin Thr T 
Valin Val V 
Tryptophan Trp W 
Tyrosin Tyr Y 
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